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OZET

Esra Kilig, Mowat Wilson Sendromlu Hastalarda Klinik Degerlendirme
ve ZEB2 Gen Mutasyon/Delesyon analizi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Ana Bilim Dali Cocuk Genetik Hastaliklari Yan
Dal Uzmanhk Tezi, Ankara 2013.

Mowat-Wilson sendromu, tipik ylz gorinimid, mikrosefali, epilepsi,
Hirschsprung hastaligi, korpus kallozum agenezisi, genitolriner anomaliler ve
dogumsal kalp hastaligi gibi degisik spektrumda dogumsal anomalilerin gorulebildigi
bir sendromdur. Sikhdi tam olarak bilinmemektedir fakat cogu hastanin tani
alamadigi tahmin edilmektedir. Mowat-Wilson sendromu, 2g22 de lokalize ZEB2
geninin de novo dominant mutasyon veya delesyonlari sonucu olusur. Bugline
kadar tipik fenotipi olan hastalarda 110’dan fazla mutasyon, delesyon
tanimlanmistir. Fakat Turk hastalarda yapilan bir ¢alisma yoktur. Bu c¢alismada
klinigimizde Mowat-Wilson sendromu tanisiyla izlenen hastalarin detayl klinik
bulgulari incelenerek molekuler DNA analizleri yapiimistir. Mowat-Wilson sendromu
tanisi alan 10 hastanin klinik bulgulari ve dizi analizi sonuglari tariflenmigtir. On
hastanin 5" inde ZEB2 gen mutasyonu tespit edilmistir. Bunlardan 3’G nonsense 2’si
frameshift mutasyondur. U¢ mutasyon ekzon 8 de lokalizedir, ve 2 mutasyon

literatirde daha dnce tanimlanmamis yeni mutasyonlardi.

Anahtar kelimeler: ZEB2 geni, DNA dizi analizi, zihinsel yetersizlik



ABSTRACT

Kilig¢ E., Clinical Evaluation and ZEB2 Gene Mutation/Deletion Analysis
in Mowat Wilson Syndrome Patients. Hacettepe University Faculty of
Medicine, Thesis in Pediatric Genetic. Ankara 2008.

Mowat-Wilson syndrome is an intellectual disability syndrome associated
with distinctive facial features, microcephaly, epilepsy, variable spectrum of
congenital anomalies, including Hirschsprung disease, agenesis of the corpus
callosum, genitourinary abnormalities, and congenital heart disease. The prevalance
of Mowat-Wilson syndrome is currently unknown but it seems probably
underdiagnosed. Mowat-Wilson syndrome is caused by de novo dominant
mutations or deletions in ZEB2 gene which localised at 2922. To date, more than
110 mutations/deletions have been reported in patients with a typical phenotype, but
there is no study in Turkish patients. We evaluated the detailed clinical features of
Mowat-Wilson syndrome patients whom where diagnosed in our clinic and for whom
molecular DNA analyses were performed. In this work we describe clinical findings
and sequencing analysis results of 10 Mowat-Wilson syndrome patients. ZEB2 gene
mutations were found in 5 patients. Three of them were nonsense and 2 of them
were frameshift mutations. Three mutations were localized in exon 8, and 2

mutations were novel mutations which were not described before.

Key words: ZEB2 gene, DNA sequence analysis, intellectual disability
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1. GiRiS

Mowat Wilson sendromu (MWS) goreceli olarak yeni tanimlanmis
¢oklu dogumsal anomali ile giden zihinsel yetersizlik sendromlarindan biridir.
Zihinsel yetersizlik ile beraber mikrosefali, tipik dismorfik yuz bulgulari ve
Hirschsprung hastaligi (HCSP) birlikteligi ile karakterizedir. Prevalansi kesin
olarak bilinmemektedir, bugine kadar literatirde 200°'den fazla vaka
bildirilmistir, ancak 6zellikle HCSP ile birlikte olmayan vakalarin yeterince tani

alamadidi dusunulmektedir.

Hastalarin ylz bulgulan (medialde agilma gdsteren genis kaslar,
hipertelorizm, derin yerlesimli iri gdzler, kemerli burun, belirgin kolumella,
yukari donuk kulak memesi, belirgin gamzeli ¢ene) oldukga karakteristiktir.
Ayrica, buyume ve gelisme geriligi, orta-agir derece zeka geriligi, nobet,
santral sinir sistemi (SSS) gelisim anomalileri; gastrointestinal, orofaringeal
bulgular, yapisal dogumsal kalp hastaliklari, Grogenital-renal anomaliler, kas-
iskelet sistemi bulgulari, mikroftalmi ve strabismus gibi g6z anomalileri,
tekrarlayan orta kulak iltihabina badl iletim tipi isitme kaybi, dislerde

malpozisyon ve otonomik disregulasyon gibi diger klinik bulgular goérulebilir.

MWS, 2qg21-g23 lokusuna lokalize Zinc Finger E-box binding
homeobox 2 (ZFHXIB, SIBI, ZEB2) geninin heterozigot delesyonu veya
mutasyonu sonucu olusur. Bugune kadar ZEB2 geninde 110’dan fazla
degisiklik bu sendromla iligskilendirilmigtir. Bugune kadar tanimlanmig bir
genotip fenotip iligkisi yoktur. Klinik olarak MWS’den suphelenilen hastalarda
ZEB2 geninin protein kodlayan bdlgelerinin tamami sekanslanarak, hastaliga

sebep olan mutasyonlarin %80’i gosterilebilir.

MWS’nin ayirici tanisinda Shprintzen-Goldberg sendromu, Angelman

sendromu, Smith-Lemli-Opitz sendromu, Rubinstein Taybi sendromu ve



Hirschsprung hastaliginin diger sendromik olan ve sendromik olmayan
formlar yer alir. MWS’nin karakteristik ylz gorunumu Hirschsprung hastaligi
olmasa bile ZEB2 mutasyon analizi istenmesi igin yeterlidir. Hastalarin gogu
etiyolojiden de novo mutasyonlarin sorumlu tutuldugu sporadik vakalar
seklindedir. Ancak duglk de olsa olasi germ hicre mozaisizmi veya dengeli
familyal translokasyon vakalarinda tekrarlama riski mevcuttur. Eger 6zgin
ailesel mutasyon bilinmiyorsa, prenatal tani acisindan korpus kallozum

agenezisi ve mikrosefali diginda takip edilebilecek bir morfolojik bulgu yoktur.

Bu calismada, bolumumizde MWS ile uyumlu bulgulari olan
hastalarin klinik degerlendirmesi ve molekller genetik analizleri yapilarak
hastalarin tanisinin kesinlestiriimesi, tanisal degeri yuksek klinik bulgularin
belirlenmesi ve bdylece ileride bagvuracak hastalarin daha az tetkikle daha
hizli tani almasinin saglanmasi amaclanmistir. Ayrica, hastaliktan sorumlu
olabilecek olasi yeni genlerin arastiriimasi icin aday hastalari belirlemek ve
elde edilen bilgiler 1s1ginda hastalar ve aileleri igin iyi bir izlem, tedavi,
rehabilitasyon, genetik danigma ve prenatal tani imkanini sunmak da

hedefler arasindadir.



2. GENEL BILGILER

Mowat-Wilson sendromu (MWS; OMIM 235730), 1998’de Mowat ve
arkadaslarn tararafindan zihinsel yetersizlik, mikrosefali, karakteristik ylz
gorunumu ve Hirschsprung hastaligi gibi bulgulari olan birbirinden bagimsiz
alti hastada tanimlanan yeni bir ¢oklu dogumsal anomali sendromudur (1).
Diger klinik bulgular arasinda; orta-agir zeka geriligi, epilepsi, genitouriner
anomaliler, dogumsal kalp hastaligi, korpus kallozum agenezisi ve goz
anomalileri yer alir. Hastaliktan sorumlu olmasi olasi genetik degisiklik
1998’de yine Mowat ve ark. tarafindan 2g21-g23 lokusuna lokalize edilmis,
2001 yilinda da birbirinden bagimsiz iki grup tarafindan ZEB2 genindeki
mutasyon veya delesyonlarin MWS’den sorumlu oldugu gdsterilmistir (1,2).

2.1. EPIDEMiYOLOJIK VERILER

Kesin olarak bilinmemekle birlikte MWS hastaliginin prevalansi,
1/50000-1/70000 olarak tahmin edilmektedir (3). Literatirde 200’den fazla
vaka tanimlanmistir, ancak ozellikle Hirschsprung hastaldi ile birlikte
olmayan vakalarin yeterince tani alamadigi dusunulmektedir. Bugline kadar
hastalikla ilgili Kuzey Avrupa, Avustralya, italya ve Amerika’dan ZEB2 genini
etkileyen 110’dan fazla mutasyon, delesyon ve sitogenetik bozukluk tarif
edilmigtir (4,5). MWS benzer Klinik-dismorfik 6zellikler ile tim etnik gruplarda
gérilir. ik yayinlarda erkek hastalarin goreceli olarak daha fazla sayida
oldugu (erkek/kiz: 1,42/1) bildiriimis olmakla beraber, daha yeni ¢alismalar
hastaligin her iki cinsi egit olarak etkiledigini gostermektedir (4,6,7).

2.2.  KLINiIK BULGULAR

MWS’nin genel kabul gérmus tanisal kriterleri mevcut olmamakla
beraber, tani alan tum hastalarda agir zihinsel yetersizlik ve tipik yuz
bulgulari mevcuttur. Hastalarin gogunda mikrosefali ve epilepsi vardir.



Herhangi birisi zorunlu olmamakla beraber; HCSP, hipospadias,
konjenital kalp hastaldi, korpus kallozum agenezisi gibi konjenital
anomalilerden en az biri bulunur (3). Yakin tarihli galismalarda klinisyenlerin
MWS tipik yUz bulgularina asina olup hastaligi tanima orani arttikga klinik
serilerde HCSP’den yola c¢ikarak tani alan hasta orani azalmaktadir (4,8).

2.2.1. Yuzdeki Dismorfik Bulgular

Yasla birlikte degisim gosteren tipik dismorfik ylz bulgulari 6zellikle
agir zihinsel yetersizlik ile birlikte gérildiginde MWS tanisi akla gelmelidir.

Dismorfik yuz bulgulari bebeklik doneminde, artmis ense kalinhgi,
ince seyrek saclar, ylksek alinla beraber kare seklinde yiz (Sekil 2.1); erken
cocukluk doneminde, frontal belirginlesme, hipertelorizm, strabismus,
epikantus, derin yerlesimli iri gbzler, genis burun koku, kemerli burun, belirgin
yuvarlak burun ucu, belirgin kolumella, M-seklinde Ust dudak ile beraber agik
agiz, sik gulimseyen mutlu yiz ifadesi (Sekil 2.2), belirgin ancak dar- t¢gen
sekilli- gamzeli gcene, arkaya donuk kulaklar, telekantus, eversiyon gosteren
alt dudak, yuz ve cenenin yukari dogru donuk durusu olarak sayilabilir.
Ozellikle genis, medial agilanma ve seyreklik gosteren kalin kaslar ve santral
depresyon goOsteren, eritrosit korpuskuli veya ‘"orechiette pasta”
benzetmesiyle de anilan yukari donuk kulak memesi, farkedilmesi daha kolay
olan tipik bulgulardir (Sekil 2.3).

ilerleyen yasla beraber kaslar kalinlasip yere paralel hale gelir,
kolumellanin belirginlesmesi filtrumun daha kisa goérilmesine sebep olur,
nazal profil konvekslesir, yiz uzar ve g¢ene belirgin hale gelir. Addlesan
dénemde, burun ucu filtruma dogru uzar, prognatizm ile beraber uzun yiz
belirginlesir (Sekil 2.4). Yukari dénuk kulak memesi yasla degismeyen tipik
bir bulgudur ve iyi bir tanisal ipucudur, ancak yasla kulak memesindeki
santral depresyon azalir. Yasa gore degisen fasiyal dismorfik bulgular Tablo
2.1’de sunulmustur.
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Sekil 2.1. MWS, artmis ense kalinhidi, ince seyrek saclar, yuksek alinla

beraber kare yuz seklinde, bebeklik dénemi fasiyal dismorfik

bulgulari (Fotograf kaynagi-HUTF Cocuk Genetik bolimu arsivi).

Sekil 2.2. MWS, derin yerlesimli iri gbzler, genis burun kokua, kemerli burun,
belirgin yuvarlak burun ucu, belirgin kolumella, M-geklinde ust
dudak ile beraber acik agdiz, sik gulimseyen mutlu yiz ifadesi
seklinde, gocukluk dénemi fasiyal dismorfik bulgulari (Fotograf
kayna@i-HUTF Cocuk Genetik bolliimi arsivi).
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Sekil 2.3. MWS'de eritrosit korplskull veya orechiette pasta gérinuminde
tipik yukari donuk kulak memesi ve medialde acgillanma ve
seyrelme gosteren kalin kaslar (4) (Fotograflar igin resmi izin

alinmigtir).

Sekil 2.4. MWS addlesan donem fasiyal dismorfik bulgular (4) (Fotograflar

icin resmi izin alinmigtir).



Tablo 2.1. MWS'’de farkli yaslarda fasiyal dismorfik bulgularin dagilimi (3,9).

Bebeklik donemi

Seyrek saglar

Kare seklinde yuz

Duz kaslar

Derin yerlesimli iri gozler

Hafif hipertelorizm veya telekantus

Yuvarlak belirgin burun ucu

Belirgin kolumella

Eversiyon gosteren alt dudak

Santral depresyon gosteren yukari donuk kulak memesi

Artmig ense kalinligi

Cocukluk donemi

Sik gulimseme ve acik agiz ifadesi
Kolumella daha uzar
Nazal profil konvekslesir

Ust dudak vermiliyonu laterale dogru incelir

Adodlesan-Erigkin donem

YUz uzar

Medial agilanma goOsteren kaslar kalinlasip, horizontallesir
Kolumella agsagi dogru iyice uzar

Kulak memesi yukari donuktur ancak santral depresyon azalmistir
Heterokromi ile beraber siklikla mavi gozler

Erken yaslanma goruntusu




2.2.2. Bliyume ve beslenme

Dogumda hastalarin vicut agirligi, boy, bas cevresi gibi buyume
parametreleri normaldir. Ortalama dodum agirhdi 3370 gr (25-50 persentil),
dogum boyu 50,9 cm (50-75 persentil), bas ¢evresi 33cm (3-10 persentil)
olarak bildirilmistir (10).

Mikrosefali genellikle ilk yilin sonunda gelisir ancak dogumda da
mevcut olabilir. Sabit bir bulgu olmamakla beraber, mikrosefali %80 vakada

mevcut olan ve sik gorulen bir bulgudur (9,11).

HCSP veya yenidogan cerrahi komplikasyonlari s6z konusu degilse
bebeklik doneminde oral beslenme genellikle normaldir, nazogastrik
beslenme ihtiyaci olan vaka sayisi ¢ok azdir. Hastalar besinleri ¢igneme
islemini dizgun tamamlayamadigindan pure seklinde yumusak gidalara
ihtiyag duyabilirler, etraftaki objeleri agizlarina sokmalari sikga 6gurme ve
kusma sebebi olabilir. Pek c¢ok aile, asin salya akmasinin onune
gecememekten sikayetcidir. Hastalarin ¢ogu ince yapilidir, %50 hastada boy
kisahgr bildirilmistir  (9). Buyume geriliginin  sebebi tam olarak
bilinmemektedir. MWS hastalari ile ilgili bildirilmis bir blyime hormonu
¢alismasi bulunmamaktadir. Korpus kallozum agenezisi, submukozal yarik
damak gibi orta hat anomalileri hastaligin bilinen bulgulari olmakla birlikte,

hipofiz bezini ilgilendiren bir yapisal anomali rapor edilmemistir (3).

Normal veya erken puberte bildirilen vakalar olmakla beraber,

pubertal geligimle ilgili bir calisma literatirde mevcut degildir (3).

MWS  hastalari icin  hazirlanmig  6zel buyume  egrileri

bulunmamaktadir, bu sebeple hastalar standart buyume egrileri ile izlenir.



2.2.3. Gelisim ve davranig 6zellikleri ve norolojik bulgular

MWS hastalarinin tamaminda orta-agir zeka geriligi mevcuttur.
Gulimseme ve g6z temasi gibi erken gelisimsel basamaklar normaldir.
Ancak hayatin ilk yilinda % 93 vakada hipotoni bildirilmigtir. Hipotoni, motor
basamaklarda gecikmeye sebep olur, hastalar ortalama 20 ayda desteksiz
oturur, 51 ayda (23-84 ay) yurur (4). Bazi hastalarda gorulebilen genis tabanli
ataksik yuriyus Angelman sendromu ile karigir. Hastalarin gogu desteksiz
veya az yardimla yurlyebilir. ince motor beceriler de geri kalmistir, 20
yasinda bir hastanin yardimsiz su igebildigi ancak kendi basina giyinip

soyunamadigi bildirilmistir (12).

Hastalarin ¢ogu mutlu bir duygulanim ve uyumlu sosyal davranis
Ozellikleri gosterirler. Surekli 1siIk agma-kapama gibi tekrarlayici stereotipik
hareketler, cisimleri agzina goturme-kemirme gibi oral davraniglar ve agril
uyarana beklenenden az tepki verme MWS’de gorllebilen davranis
degisiklikleridir. Uzun sdreli uyanik kalma veya sabah ¢ok erken saatlerde
uyanma gibi uyku bozukluklari sikga gorulebili. MWS hastalarinin Ugte
birinde klinik olarak belirgin duygulanim problemi ve davranig sorunu tespit
edilmistir (7).

MWS hastalarinda konugsma yetenegi 5-6 yaslarinda baglayan birkag
kelime ile sinirhdir. Cogu hasta konusamaz, ¢ok az bir kismi sadece 100-200
kelimelik bir konugsma becerisine sahiptir. Reseptif dil, ekspresif dilden daha
az etkilenmigtir. Hastalarin gelisim basamaklari yoninden yakin izlenmesi,
Ozel egditim ve konusma terapisi imkanlarindan yararlanmasi faydali olabilir.
Hastalar vucut hareketleri ve el igsaretleri ile isteklerini anlatmaya meyillidirler
(11-13).

Postnatal mikrosefali MWS hastalarinin  %80’inde, korpus kallozum
agenezisi %46’sinda bildiriimigtir (9). Korpus kallozum agenezisinin bulunup
bulunmamasi hastalik prognozunu degistirmez, ancak varligi iyi bir tanisal
ipucudur. Daha az siklikla bildirilen diger yapisal santral sinir sistemi

anomalileri; kortikal atrofi, ventrikilomegali, serebellar hipoplazi, hipokampal
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disorganizasyon, frontotemporal hipoplazi, temporal displazi, pakigiri, yama
tarzinda periventrikiler sinyal artisi ve beyaz cevherde incelme olarak
sayllabilir (3,4). Yayinlanmis tUim vakalarin kraniyal goérintllemesi
bulunmadigi icin bu sayilanlardan daha ¢ok ve gesitli santral sinir sistemi
malformasyonlarinin olabilecedi tahmin edilmektedir. ZEB2 genini ilgilendiren
daha buyuk delesyonlarla, daha belirgin yapisal SSS malformasyonlari
gorulur, ancak buyuk delesyonlara oOzel bir anomali tipi mevcut degildir
(14,15).

Nobet, MWS hastalarinda %74 siklikla goérulebilen bir norolojik
bulgudur (3,4,9) . Nobetler genellikle 14,5 ay (1-108) civarinda baslar ancak
neonatal, erken bebeklik, ge¢ cocukluk veya addlesan doneminde de
baslayabilir (16). ilk nébetler ates ile aktive olmusg fokal nébetler seklindedir
(16). MWS hastaligina 6zel bir ndbet tipi mevcut dedildir; jeneralize, fokal,
grand mal, absans veya miyoklonik ndbetler gorulebilir. Diger taraftan fokal
ve absans nobetlerin daha sik goruldugunu belirten yeni yayinlar mevcuttur
(16). Elektroensefalografide yaygin duzensiz, uyku ile aktive olan, frontal
bolgede aktif, nadiren asimetrik diken dalgalar ¢cogu hastada gorulur (16).
Cocukluk déneminde genellikle tedaviye direngli olan nébetler, addlesan ve

erken erigskin donemde daha kolay kontrol altina alinir (11).

Uriner retansiyon, bradikardi, hipoventilasyon gibi otonomik
disregulasyon bulgulari sik bildiriimemekle beraber MWS’de gdrilebilen diger

norolojik bulgulardir (3) .

2.2.4. Hirschsprung hastaligi ve diger gastrointestinal bulgular

Hirschsprung hastaligi (HCSP), MWS hastalarinda %56-60 oraninda
bildirilmistir (9,17). MWS’de gorulen HCSP genellikle kisa segment tutar ve
neonatal donemde semptomatik olmayabilir (3). HCSP tanisini erigkin
dénemde alan vakalar dahi mevcuttur (18). MWS hastalarindan HCSP tanisi

almayan vakalarin da %Z26’si kronik sebebi agiklanamayan kabizliktan
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sikayetcidir (8,12,19). HCSP bulunan MWS hastalarindan, ZEB2 genini
ilgilendiren delesyonlari olan hastalarin, gende mutasyonu olanlara goére
daha uzun aganglionik segmentleri oldugu bildiriimistir (14). HCSP’nin
siddeti, genetik degisikligin siddetinin yani sira epigenetik faktérlere de
baghdir. HCSP'nin zihinsel yetersizlik ve diger dismorfik bulgularla birlikteligi
MWS tanisi i¢in uyaricidir, bu sebeple HCSP varligi MWS hastalarinin daha
kolay tani almasini saglar. Bir bagka deyisle HCSP bulunmayan vakalarin
tani almasi daha fazla klinik deneyim gerektirir. Direngli kabizligi olan
vakalarda, HCSP tanisi rektal biyopside aganglionik segmentin gosterilmesi
ile konulur, tedavisi cerrahidir. Biyopsi negatif vakalarda fonksiyonel

dismotiliteyi agiga ¢ikarmak icin baryumlu grafi faydali olabilir.

Pilor stenozu, MWS hastalarinin %5’inde gorulebilen bir diger
anomalidir (4,9,13). Pilor stenozu hayatin ilk haftalarinda siddetli kusmalar ile
seyreder ve pilorik ultrasonografi ile hastalar cogunlukla tani alir. Yarik
damak, hipotoniye sekonder olarak da gelisebilen ylksek damak, bilateral
yarik dudak ve damak, velofaringeal yetmezlik ve laringomalazi MWS’de

bildirilen diger orofaringeal gastrointestinal bulgulardir.

2.2.5. Kardiyovaskiiler bulgular

Konjenital kalp hastaligi MWS hastalarinin %52’sinde bildirilmigstir.
Rapor edilen anomaliler arasinda patent duktus arteriyozus (PDA) (16 hasta),
atriyal septal defekt (ASD) (8 hasta), ventrikuler septal defekt (VSD)(12
hasta), Fallot tetralojisi (5 hasta), pulmoner atrezi (2 hasta), pulmoner
arteriyal sling (6 hasta) veya stenoz (13 hasta), aort koarktasyonu (AK)(4
hasta), bikuspit aort kapag! (1 hasta), mitral kapak prolapsusu (MVP) (1
hasta) ve aort stenozu (AS) (1 hasta) sayilabilir (1,4,8,12,20-24). MWS tanisi

alan tim hastalarin ekokardiyografi ile degerlendirmesi 6nerilir.

11



Ozellikle trakeal stenozla veya tek basina gorilebilen pulmoner
arteriyel sling kilinisyenlerin MWS tanisini akla getirmelerini saglayabilecek

nadir gorulen aligsiimadik bir konjenital kalp anomalisidir (8).

2.2.6. Genitouriner- renal bulgular

Genitouriner anomaliler MWS hastalarinin  yaklasik %50’sinde
tanimlanmistir (3,4,9). MWS tanili erkek hastalarda tanimlanmis genital
anomaliler; hipospadias (%52), inmemis testis (%36), bifid skrotum (3 hasta),
mikropenis ve yeleli kordi seklinde olabilir. Kiz hastalarda tek bir hastada
tanimlanmis vajinal septum diginda bildirilmis bir genital anomali yoktur
(3,4,6,14,25). Hipospadias, en sik gorulen Grogenital anomali olarak cesitli
serilerde %46-56 siklikla tanimlanmistir. Bu, herhangi bir ¢oklu konjenital

anomali-zihinsel yetersizlik sendromu icin yuksek bir orandir (3).

MWS’de gorulebilen renal anomaliler, duplike bdbrek, pelvik bdbrek,
vezikoureteral refli ve hidronefroz seklindedir. Vezikoureteral refli ve
hidronefroz %18-26 siklikla MWS’de gorllebilen ikinci en sik Urogenital
anomalidir (3,4,6,13,25) .

2.2.7. Kas iskelet sistemini ilgilendiren bulgular

MWS bulunan hastalarin pek ¢ogu ince yapilidir. ElI ve ayaklari
ilgilendiren min6r malformasyonlar hastalarda siktir. Ellerde tek palmar cizgi,
ince, uglara dogru incelen tapering parmaklar, nadiren parmak uglarinda
belirgin fetal pedleri olabilir. Ayaklarda pes planus, hafif kalkaneovalgus
deformitesi, eversiyon, metatarsus varus ve uzun ayak parmaklari olabilir.
Kafa grafisinde wormian kemik adaciklari, pektus ekskavatum, pektus
karinatum, Ustte pektus ekskavatum-altta karinatum seklinde gogus kafesi
deformitesi, skolyoz, genu valgus, tekrarlayan non-travmatik patella

dislokasyonu, kalga, dirsek ve dizlerde hafif kontraktlr, ellerde ulnar
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deviasyon, basparmakta radial deviasyon, kisa, genis, proksimal yerlegimli
bagparmak, distal falankslarda hipoplazi, kamptodaktili, kemik yasinda gerilik,
genis uzun ayak bas parmagi, halluks valgus, ayak bas parmaginda tek
tarafli duplikasyon veya hipoplazi, ayak parmaklarinda orta — distal falanks
hipoplazisi ve Ust Uste binme gibi ekstremite bulgulari sik olmamakla beraber
en az birer hastada tarif edilmistir (4,10,11,13,15,26).

2.2.8. Goz bulgulari

Yapisal g6z anomalileri MWS hastalarinin sadece %4 gibi kiguk bir
kisminda goralur (4) . Bildirilen bu yapisal anomaliler, mikroftalmi, iris/ retina/
optik disk kolobomu ve Axenfeld anomalisi seklindedir. Kolobomu ve ileri
derecede miyopisi olan bir hastada daha 6nce tanimlanmamis bir ZEB2
missense mutasyonu ile beraber trizomi 21 bildirilmistir (27). Bazi bebeklerde
zamanla diuzelen zayif okuler fiksasyon ve nistagmus olabilir. Strabismus ve
hipermetropi MWS hastalarinda gorilebilen yapisal olmayan fonksiyonel
oftalmik bulgulardir. MWS’de fonksiyonel oftalmik bulgularin gérilme sikhgi
ile ilgili oranlar literaturde bulunmamaktadir, ancak yayinlanan hasta
fotograflari incelendiginde pek c¢ok hastada strabismus bulunmasi dikkat
cekicidir. Pitozis, miyopi, astigmatizm, iris heterokromisi MWS hastalarinda

tanimlanmis diger g6z bulgularidir (3,4,10,11,28,29).

2.2.9. isitme ile ilgili bulgular

MWS'de tekrarlayan orta kulak iltihaplari olabilir. lyi tedavi edilmemis
tekrarlayan orta kulak iltihaplarina bagli iletim tipi isitme kaybi olabilir (4).
Sensorindral isitme kaybr MWS’nin bir bulgusu olarak tarif edilmemistir.
Sensorindral isitme kaybi bulunan tek vaka mevcuttur ve bunun tesadufen

eslik eden bir durum oldugu dasunulmastir (9). Ancak, tani alan tim
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hastalarin odyolojik degerlendirmesi Onerilir. Otolaringolojik muayene

konusma gecikmesi olan tum hastalarin degerlendiriimesinde gereklidir (3).
2.2.10. Cilt bulgulan

Depigmentasyon, ve derin palmar ve plantar c¢izgilenmeler,
bildirilmistir (8,10,30,31). Depigmentasyon bildirilen G¢ vakanin birinde bu
durum dogumda mevcut degildir, zaman icinde govdede, yagmur damlasi
seklinde geligsmistir (11,13). Ayrica aksesuar memesi olan U¢ hasta ve kulak

Oonlnde skin tag bulunan bir hasta bildirilmistir (1,12).
2.2.11. Dis anomalileri

MWS hastaliginin karakteristik dis bulgulari ¢ok iyi tanimlanmig
degildir. Genis araliklarla yerlesmis digler, malpozisyon, Ust Uste binen
kalabalik digler ve gecikmig dis sirmesi gibi bulgularin tanimlandigi en az

birer hasta literatirde mevcuttur (4,12,29).
2.2.12. Diger klinik bulgular

Gec¢ baslangigh otonomik disregllasyonu olan bir hasta, dalagi
olmayan bir hasta, ve epilepsi ile de iligkili olabilecek tekrarlayan kusma
ataklari olan 5 hasta bildirilmistir (6,8,22,30).

Tablo 2.2’de klinik bulgular yasa gore ve gorulme sikliklari ile birlikte

Ozetlenmigtir.
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Tablo 2.2. MWS'de literattirde bildirilmis klinik bulgular ve siklik oranlari (3,9).

Sabit bulgular (~ % 100)

Tipik ylz goriinimu (%98)
Regresyon gostermeyen agir gelisme geriligi (%100)
Konusma bozuklugu (%100)

Hi¢c konusmama veya sinirli kelime dagarcidi, daha iyi reseptif dil ve s6zel olmayan
iletisim yetenegi ile beraber

Sik goriilen bulgular (> % 80)

Mikrosefali (%80)

Nobet (%74)

Mutlu sosyal davranis bigimi
Yirime gecikmesi

Hastalikla iligkili bulgular (% 20-80)

Hirschsprung hastaligi (%54)

Cogunlukla dogumdan kisa sture sonra tani alir, ge¢ tani alan kisa segment HCSP
vakalari mevcuttur.

Konjenital kalp anomalisi (%54)

Urogenital/renal anomaliler (%52)

Hipospadias (%56)

inmemis testis (%37)

Renal anomaliler (%13)

Kisa boy (%50)

Korpus kallozum agenezisi veya hipoplazisi (%46)
Kabizlik (%30)

Uyku bozuklugu

Sik olmayan bulgular (< % 10)

Pilor stenozu (%5)

Strabismus

Yapisal g6z anomalileri (%4)

Yarik dudak/damak (%3)

Ciltte hipopigmentasyon

Otonomik disfonksiyon

Aspleni

Duplike ayak bagparmagi

Noéronal migrasyon defekti (pakigiri)

Pulmoner arteriyal sling (trakeal stenoz ve hipoplazi ile beraber olabilir) (%3)
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2.3. ETYOLOJi, PATOGENEZ VE GENETIK

Mowat ve ark. 1998 yilinda MWS’nin 2g21-g23 lokusuna lokalize bir
genetik degisiklik sonucu olustugunu belirtmigtir (1). Kesin olarak Zinc Finger
E-box binding homeobox 2 (ZEB2), (OMIM#605802), (daha énce ZFHX1B
veya SIB1 olarak da aniliyordu), geninin dominant kalitilan heterozigot
delesyon veya mutasyonu sonucu olustugu, ilk kez 2001 yilinda

tanimlanmistir (2,30).

ZEB2 geni, 10 ekzon, 9 intron igerir (Sekil 2.5), Smad interakting
protein 1 (SMADIP1,SIB1) proteinini kodlar (2). Genin baslangic kodonu
ekzon 2’de, sonlandirma kodonu ekzon 10’da bulunur. Smad proteinleri
transforming growth faktér-B (TGF-B) sinyalizasyon yolaginda énemli rol

oynayan sitoplazmik mediatorlerdir.

N-ZF SBD HD CtBP C-ZF

Sekil 2.5. ZEB2 geni, genomik organizasyonu, kodlanan ekzonlar (ekzon 2-

10) ve fonksiyonel domainler.

(N-ZF: N-terminal kisim, SBD: Smad baglayici domain, HD: Homeodomain benzeri dizi,
CtBP: ve C-terminal baglayici protein, C-ZF: C-terminal kisim).

Hucre ylzeyinden nukleusa kadar uzanan TGF-B sinyal yolagi, ¢ok
cesitli hicre tiplerinde genis biyolojik etkinlik spektrumu olan diferansiyasyon
ve apopitoziste, embriyonel gelisim-farklilagsmada, erigskinde doku tamiri,
hdcre buyumesi ve immunmodulasyonda kritik roller oynayan sitokinler igerir.
ZEB2/ SIB1 gen regulasyonunun dogru bir sekilde olmasi tim organizmanin

normal gelisim ve yapisal farkllagmasi ig¢in gereklidir. Literatirde ZEB2
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proteinlerinin kritik yolaklarda transkripsiyonel represor olarak davrandigini
gOsteren pek ¢ok yayin mevcuttur. TGF- sinyalizasyon yolaginda SIB1
proteini bir zinc finger / homeodomain transkripsiyonel baskilayici olarak
davranir. SIB1, 1215 aminoasitten olugsan kompleks multi domain bir
proteindir. Smad baglayici domain (SBD), homeodomain benzeri dizi (HD) ve
C-terminal baglayici protein (CtBP) gibi domainlerden olusur, amino ve
karboksiterminallerinde N-terminal kisim (N-ZF) ve C-terminal kisim (C-ZF)
gibi iki ayri zinc finger kimesi bulundurur (3). SIB1, two-handed zinc finger
homeodomain protein ailesinin bir Gyesidir, TGF-8 sinyalizasyon yolaginda
transkripsiyonel ko-represér olarak davranir ve bone morfogenetik protein 4
aktivitesi icin gereklidir (8). Her zinc finger kimesi hedef genin promoter
bdlgesine baglanarak gen ekspresyonunu diizenler. Ornegin a4-integrin ve
E- katedrin gibi gen ekspresyonunu baskilar. Ayrica nukleozom remodeling
ve histon deasetilasyon kompleksi’nde transkripsiyonel aktivatér olarak da
davrandigi, Smad aracili sinyalizasyon kaskadini reseptor aracili aktive ettigi
gosterilmigtir (32) . ZEB2/ SIB1, direk DNA’ ya baglanarak veya histon
modifiye edici enzimlerle kompleks yaparak transkripsiyonu baskilayabilir,
ancak doku spesifik transkripsiyonel baskilayici-aktive edici molekuler
mekanizma tam olarak bilinmemektedir (35). SIB1 proteinin fonksiyonu
embriyonik noéral krest gelisiminde, sefalik, kardiyak, vagal seviyelerde,
gastrulasyon ve mezodermal gelisimde 6nemlidir. SIB1 disfonksiyonu, Smad
aracili sinyalizasyon kaskadinda ve/veya hedef genlerin transkripsiyonunun
baskilanmasinda disfonksiyona yol agar. SIB1 proteini santral sinir sistemi
miyelinizasyonu ve oligodendrosit diferansiyasyonu igin gereklidir (33). Bir
bagka transkripsiyon regulator faktor olan ZEB1 fonksiyonel agidan ve
ekspresyon paterni bakimindan ZEB2'den farklidir (34). ZEB2 geni farkli
transkript varyantlari olan kompleks bir gendir, evrimsel olarak yluksek oranda
korunmustur, fazla polimorfizm tanimlanmis bir gen degildir, yapisindaki
kiguk degisiklikler fonksiyon kaybina sebep olur. Pek c¢ok embriyolojik
dokuda eksprese edilir, ZEB2 geni mRNA’si hemen tim insan dokularinda
tespit edilmistir (35). ZEB2 gen fonksiyonlarinin embriyolojik geligsiminde

onemli oldugu gosterilen dokular; noral krestten kdken alan hucreler (enterik
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sinir sistemi, kraniyofasiyal mezoektoderm, SSS, kardiyak septum (patent
duktus arteriozus, ventrikuler ve atriyal septum), kikirdak, kemik, kas
olusumu ve hematopoetik hicre gelisimi ile orta hat yapilari (korpus kallozum
ve genitalya) olarak siralanabilir (3,4,36). Hayvan deneyleri ile ZEB2 geninin
kortikal nérogenezis, hipokampal formasyon ve miyelinizasyonda rolu oldugu,
ZEB2 disfonksiyonunun nefrogeneziste gerileme yaptigi ve gen
fonksiyonlarinin regulatér sekanslar tarafindan doku ve yasa 6zgll olarak
duzenlendigi gosterilmistir (34). ZEB2 gen disfonksiyonunun insanlarda

malformasyon ve kanser ile iligkisi bilinen bir durumdur (36).

Tum tipik MWS vakalari ZEB2 geni haployetmezligi (tek allelin
fonksiyon gérmemesi) sonucu olusur (5). Embriyogenezin pek ¢ok
basamaginda rol alan ve TGF-B sinyal yolaginda Smad proteinleri aracihgi
ile transkripsiyonel baskilayici olarak fonksiyon géren ZEB2 yaklasik 120 kb
uzunlugundadir ve 10 ekzona bdlinmustir. 3,642 bp uzunlugunda olan
kodlanan bdlgeler ikinci ekzondan baslar ve 1215 amino asit uzunlugundaki
multi-domain SIB1 proteinini kodlar. MWS hastalarinin %70-80’inde direk dizi
analizi yapilarak hastaliktan sorumlu mutasyon tespit edilebilir. Tespit edilen
mutasyonlarin %50’si ekzon 8 de bulunur ve ekzon 8, genin kodlanan

kisminin neredeyse yarisini kaplayan en genis ekzondur (Sekil 2.5) (5).

MWS hastaligina sebep olabilen ZEB2 gen mutasyonu spektrumu
genistir. ZEB2 geninin tamamini ve ardisik genleri iceren sitogenetik olarak
tespit edilebilen buyluk delesyonlarin ve translokasyonlarin gorilme orani
%1,8-2; standart sitogenetik analizle tespit edilemeyen multiplex ligation
dependent probe amplification (MLPA) veya FISH teknigi ile gdsterilebilen
daha kuguk boyutta tam veya parsiyel gen delesyonlarinin gortlme orani
%19-20 olarak bildirilmistir. YlUzde 70-80 oranla en sik gorilen ZEB2 gen
defekti, fonksiyon kaybettirici tipte ZEB2 gen mutasyonlaridir. Dizi analizi ile
saptanabilen kuguk insersiyon ve delesyonlarin sebep oldugu bu
mutasyonlar %41,5 oraninda c¢ergeve kaymasi (frameshift), veya %31,6
oraninda erken stop kodon (non-sense) olusumuna sebep olan truncating

mutasyonlar seklindedir. Tek baz degisimi sonucu olusan missense
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mutasyonlar %1,7; kuguk delesyon ve duplikasyonlarin birlikte bulundugu
kompleks mutasyonlar %1,2 ve splice site mutasyonlar %2,3 oranla ¢cok daha
nadir olarak gorulur (4,9,37). Sonug olarak mutasyonlarin yaklasik % 80’i
direk dizi analizi yontemi ile saptanabilecek nonsense veya frameshift
mutasyonlardir ve kodlanan tum ekzonlarda gorulebilmekle beraber
mutasyonlarin %67’si en buylk ekzon olan ekzon 8’e yerlesmistir (5). Ekzon
8'de 2083C>T, 2761C>T ve 1027C>T ve ekzon 7'de 904C>T gibi bazi

mutasyonlarin literatiirde sik tekrar ettigi bildirilmistir (6,8).

Her ne kadar 2922 lokusunda ZEB2 geninin tamamini ve ardisik
genleri iceren sitogenetik olarak tespit edilebilen delesyonlarin MWS
fenotipine yol actigini gdsteren vaka raporlari mevcut olsa da, MWS bir
ardisik gen sendromu degildir, sadece ZEB2 geninin haployetmezligi (tek
allelinin fonksiyon goérmuyor olmasi) MWS fenotipinin ortaya g¢ikmasi igin
yeterlidir (10).

ZEB2 gen dizisi fazla polimorfizm gdstermez, evrimsel olarak ylksek
duzeyde korunmustur, dizideki kiigik varyasyonlar bile protein fonksiyonunu
tehlikeye atabilir (6) . ZEB2 gen polimorfizmi ile ilgili literaturde fazla calisma
olmamakla beraber, 60 MWS klinik bulgulu, 120 etkilenmemis saglikli bireyin
incelendigi bir arastirmada her iki grupta %20 oraninda ekzon 7, c¢.917-
21T>C degisikligi saptanmis ve polimorfizm olarak yorumlanmistir. Ayrica
p.llel63lle, ekzon 8’de p.Pro714Leu ve ekzon 10’da p.Glu1094Lys literatirde
hastaliktan sorumlu olmayan polimorfik olarak tanimlanmis diger
degisikliklerdir (8).

Tipik Klinik bulgulari goésterip, kuvvetle MWS duslnllen hastalarin
%10 kadar bir grubunda mutasyon veya delesyon tarif edilememistir. Genetik
testin negatif ¢iktigi bu hasta grubunda genetik heterojenite veya atipik
mutasyonlar sdzkonusu olabilir. Bu hasta grubunda klinik tani gecerlidir
(4,13,37).

MWS’de genotip-fenotip iligkisini arastiran c¢alismalarda delesyon

gOsterilen vakalarla, truncating mutasyon (gerceve kaymasi seklinde
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mutasyon olusturan veya erken stop kodon olusturarak transkripsiyonun
dizgun igleyigini durduran) olan vakalarin benzer kilinik bulgulari oldugu
gosterilmistir (6,10,15). Ancak sitogetik olarak tespit edilebilen buylk
delesyonu olan hastalarin (>5 Mb) daha ciddi klinik fenotip ve ilave bulgulari
olabilecegi belirtiimektedir (15,22,38). MWS’de psikomotor gerilik ile beraber
tipik yuz bulgulari sabit bulgu olmak tuzere HCSP, dogumsal kalp hastaligi ve
korpus kallozum agenezisi gibi ciddi malformasyonlar ve ndbet degisik
derecelerde saptanabilen diger bulgulardir. Klinik bulgular ve altta yatan
molekuler defekt karsilastirildiginda, ayni R695X mutasyonunu tasiyan
birbirinden farkli 8 hastanin klinik bulgu siddetinin degiskenlik gosterdigi
bildirilmistir (4,10). Klinik bulgularin siddetindeki degiskenlik sadece ayni
mutasyon icin degil, ayni aile igindeki etkilenmis bireyler icin de so6z
konusudur (39). Bu durumdan, modifiye edici genetik faktorler sorumlu
tutulmustur (6). Ayni mutasyonla, birbirine benzer ve farkh klinik bulgular
olan vakalar bildiriimistir (8). intragenik truncating mutasyonun tipi veya
lokalizasyonu ile klinik bulgularin siddeti arasinda herhangi bir genotip-fenotip
iliskisi yoktur. Nadir gorulen mutasyonlar tipik olmayan fenotipik bulgulara yol
acabilir, ancak literaturde nadir gorulen klinik bulgularla ilgili genotip-fenotip
iligkisi ~ tanimlanmamigtir  (8). Proteinlerin  fonksiyonel domainlerinin
korunmasini saglayan atipik mutasyonlar atipik fenotipe yol acabilir. Tipik
fasiyal bulgulari olan ancak hafif motor ve konusma geriligi disinda herhangi
bir ciddi malformasyonu veya ndbeti bulunmayan bir hastada ekzon 2'de 5’
UTR splice site mutasyonu tespit edilmistir (40). Bu bulgu ile yazarlar
MWS’de fasiyal fenotipin olusmasinda ekzon 2’nin belirleyici fonksiyonu
gorebilecegini 6ne surmuglerdir (40).

Sonug olarak atipik mutasyonu olan (missense, splice site) az sayida
(%2,4) hastanin atipik Kklinik bulgulari olabilir, taninin dogrulanmasi ZEB2
genini ilgilendiren mutasyon, delesyon veya translokasyonun gosterilmesine
baglidir, ve molekuler tanisi dogrulanan hasta sayisi arttikga genotip fenotip

iliskisi konusundaki bilgi birikimi artacaktir (4).
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2.4. TANISAL METODLAR

Tanisal sure¢ hastaliga 6zgu fenotipik bulgularin farkedilip MWS’den
suphelenilmesi ile baslar. Tipik fasiyal bulgular tani icin énemli ipucudur.
HSCP, konjenital kalp hastaligi ve korpus kallozum agenezisi gibi ciddi
dogumsal malformasyonlar siklikla goérulur, ancak her zaman olmayabilir.
Nobet sik bir bulgudur. Agir psikomotor gerilik ise sabit klinik bulgudur.
MWS’den suphelenilen tUm vakalara ZEB2 gen defektini gostermek igin
molekuler analiz yapilmahdir. MWS’nin karakteristik yuz gérinuma zihinsel
yetersizlik ile birlikte oldugunda HSCP olmasa bile ZEB2 mutasyon analizi

istemek icin yeterlidir.

MWS’den suphelenilen tum hastalara buylk delesyon ve
translokasyonlari diglamak igin sitogenetik analiz yapiimalidir. Bu sekilde
2921-923 lokusunda ZEB2 geninin sitogenetik olarak tespit edilebilen 5
Mb’den daha buyuk delesyonlar ve translokasyonlar tespit edilmis olur (%1-
2) (37).

Standart sitogenetik analizle tespit edilemeyen daha kiguk boyutta
tam veya parsiyel gen delesyonlari multiplex ligation dependent probe
amplification (MLPA) teknigi ile %2, veya FISH analizi ile %15 gdsterilebilir.
FISH ile 1-5 Mb arasi, MLPA veya kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(gPCR) ile 1 Mb’den daha kuglk delesyonlar tespit etmek mumkindir. 1
Mb’den daha kuguk delesyonlar mikrodizin bazli yontemlerle de tespit
edilebilir. Array-Comparative Genomic Hybridization (array- CGH) analizi ile
ZEB2 gen delesyonlarin bildirildigi vakalar mevcuttur (19,41,42). Farkh
tekniklerle gosterilebilen submikroskobik tam veya kismi ekzon delesyonuna
bagh ZEB2 gen disfonksiyonu, genetik defekt gdsterilebilen vakalarin %
19,3’Un0 kapsar (29,37).

En sik gorilen ZEB2 gen defekti, fonksiyon kaybettirici tipte ZEB2 gen
mutasyonlaridir. ZEB2 gen mutasyonlarinin %70-80 kadari dogrudan dizi
analizi yontemi ile saptanabilir. Bu mutasyonlar en ¢ok erken stop kodon

olusumu veya c¢erceve kaymasi nedeniyle protein sentezini durduran
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mutasyonlardir, ayrica kodlanan tum ekzonlarda gorulebilmekle beraber

mutasyonlarin %67 kadari en buyuk ekzon olan ekzon 8’e lokalizedir (3,37).

Verilerin dogrulanmasi igin, guvenilir yeterli sayida prob iceren MLPA
veya array-CGH sonuglarinin alternatif metodla dogrulanmasina gerek yoktur
ancak delesyon gorulen prob sayisi yeterli ya da guvenilir degilse gPCR,
FISH, farkh MLPA problari veya daha yuksek ¢ozunurlikli mikrodizin ile
sonuglarin dogrulanmasi gereklidir. Eger FISH ile gosterilen sonu¢g mozaik
patternde ise, sonuglar molekuller tekniklerle dogrulanmaya caligiimalidir.
Egder MLPA ile tek ekzonda delesyon gorulmus ise sonug real-time qPCR ile
onaylanmali, geri kalan ekzonlar icin ise olasi mutasyon veya polimorfizmin
tespiti acisindan dizi analizi yapilmalidir. Dizi analizi ile saptanan bir
degisikligin dogrulanmasi igin ¢ift yonli dizileme, saglikli anne babanin
analizi ve degisen protein yapisinin olusturacaglr fonksiyonel hasarin
arastinimasi onerilir (37). Klinik bulgulari kuvvetle MWS ile uyumlu oldugu
halde, dizi analizi ile hastaliktan sorumlu olabilecek degisiklik saptanmayan
hastalara MLPA veya array-CGH ile analiz o6nerilir, ayrica array-CGH
yapilarak ayirici tanida yer alabilecek diger delesyon/duplikasyon

sendromlari da taninmig, dislanmis olur (37).

MWS ile uyumlu tipik klinik bulgulari olan hastalarin yaklasik %10 gibi
bir grubunda hastaliktan sorumlu mutasyon-delesyon gosterilememistir (37) .
Bu durumdan atipik genetik defekt veya baska modifiye edici faktorler, gen
fonksiyonunun regulasyonunu etkileyebilecek bir regulator mutasyon veya
somatik mozaisizm s6z konusu olabilir. Bu hastalarda tani klinik bulgularla
konur (37). Heniz MWS genetik etyolojisinden sorumlu olabilecek alternatif
bir genetik lokus olduguna dair bir kanit mevcut degildir. Klinik taniyi
dogrulamak igin istenen genetik test mutlaka hastaya-aileye genetik danisma

esliginde verilmelidir.

MWS’de genetik testin analitik duyarlihdr %90, 6zgulligu %100’ddr.
Testin klinik 6zgulligu de %100 duar. Klinik olarak MWS dusunulmeyen
hastalarda genetik test negatiftir. Mozaik olmayan ZEB2 gen mutasyonlari

22



%100 tam penetrans gosterir ancak klinik bulgularin siddeti degiskendir.
MWS’de genetik test, tani/ayirici tani, aileye prenatal tani imkaninin
sunulmasi ve akrabalar icin risk tahmini yapilmasi agisindan faydahdir. MWS

tanisinda kullanilabilecek genetik testler Tablo 2.3’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. MWS tanisinda kullanilabilen genetik testlerin 6zeti (3,4,29,37) .

Gen | Test Tespit edilen degisiklik Yoéntemin algilama
Yontemi frekansi
(%)
Sitogenetik Mikroskobik delesyonlar 2
FISH Submikroskobik delesyonlar 15
19,3
MLPA Orta boyutlu 2
delesyon/duplikasyonlar
gPCR
ZEB2 Frame shift mutasyon 41,5
Nonsense mutasyon 31,6
Dizi analizi Splice site mutasyon 2,3 70-80
Missense mutasyon 1,7
Kompleks mutasyon 1,2

2.5. GENETIK DANISMA VE PRENATAL TANI

Genetik analiz sonuglar aileye genetik danisma esliginde verilir.
Aileye verilecek genetik danisma tekrarlama olasiligi ve prenatal tani imkani

gibi bilgileri de icermelidir.

MWS tipik olarak otozomal dominant de novo ZEB2 gen mutasyonlari
sonucu olusur, vakalarin ¢ogu sporadiktir dolayisiyla tekrar riski duguktar.

Literatirde buglne kadar 3 ailede hastaligin kardeslerde tekrarladidi
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bildirilmistir (6,20,39). Bu durum germ hicre mozaisizmine baglanmistir. Ayni
aile icin tahmini tekrarlama riski olasiligi germ hucre mozaisizmi sebebiyle

%1-2 olarak verilmistir.

Aile igin kesin prenatal tani imkani ancak indeks vakanin tanisi
sitogenetik veya molekuler olarak onaylanmigsa mumkundur. Eger aile icinde
daha dénce tanimlanmis bir MWS vakasi yoksa, prenatal ultrasonografi ile
tani alabilecek hastaliga spesifik bir gértnttleme bulgusu yoktur. Takip eden
gebelikler icin korpus kallozum agenezisi veya konjenital kalp hastaligi gibi
hastalikla uyumlu olmasi olasi suphe uyandiracak bulgular prenatal
ultrasonografi ile takip edilebilir. Ailede indeks vaka olmadan, array-CGH
analizi ile prenatal tani alip terminasyona yonlendirilmis vaka mevcuttur (42).
Olasi dengeli translokasyon tasiyiciligini diglamak igin indeks vakanin anne
babasina sitogenetik analiz Onerilir, ancak diger saglikli aile bireyleri icin
genetik test yapma endikasyonu yoktur (3,36). EJer ebeveynden birinde
dengeli yapisal kromozom anomalisi varsa, tekrarlama riski yapisal
bozuklugun tipine 6zel olarak belirlenir. Prenatal tani ebeveynin takip eden
gebelikleri icin Onerilir, ancak daha uzak akrabalik derecesi bulunan diger aile

fertleri icin prenatal tani agisindan tibbi bir gereklilik yoktur.

2.6. AYIRICI TANI

MWS’nun ayirici tanisinda oncelikli olarak Goldberg-Shprintzen
megakolon sendromu (MIM # 609460) yer alir. Goldberg-Shprintzen
megakolon sendromu ve MWS igin HCSP, mikrosefali zihinsel yetersizlik ve
epilepsi ortak bulgulardir. Goldberg- Shprintzen megakolon sendromu
10g22’de lokalize otozomal resesif kalitilan bir hastalik olup, KIAA1279 gen
mutasyonu sonucu olusur (43). Gecgmiste bazi MWS hastalari yanlslikla
Goldberg-Shprintzen megakolon sendromu olarak bildirilmistir (3) . YUksek-
belirgin burun koku, sinofris, uzun kivrik kirpikler, palpebral pitozis ve yarik
damak gibi dismorfik bulgular ve kortikal anomali olarak bilateral diffiz

serebral polimikrogiri, Goldberg-Shprintzen megakolon sendromunu
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MWS’den ayiran bulgulardir (44) . Ayrica MWS’de gorulen korpus kallozum
agenezisi ve hipospadias, Goldberg-Shprintzen megakolon sendromunda

bildiriimemistir (3).

Sekil 2.6. Goldberg- Shprintzen megakolon sendromunda dismorfik

bulgular (Fotograf kaynagi-HUTF Cocuk Genetik bolumi arsivi).

MWS ayirici tanisinda yer alan bir diger hastallk Angelman
sendromudur. Angelman sendromunun etyolojisinde %70-75 de novo
maternal 15911-13 delesyonu, %2 ayni bdlgenin paternal uniparental
dizomisi, %2 imprint merkezi mutasyonu, %5-10 E3 ubiquitin protein ligaz
gen mutasyonu sorumludur . Her iki sendromda da sik gulimseyen mutlu yiz
ifadesi, yuz ve g¢enenin yukariya dogru tilt yapmasi, dirseklerde fleksiyon
postirl, acik agiz ifadesi, belirgin gamzeli gene ve ataksik yUriyls ortak
bulgulardir, ancak MWS karakteristik tipik ylz goérunimu ile ayirt edilebilir
(Sekil 2.7). Ayrica Angelman sendromlu hastalarda c¢ogunlukla c¢oklu

dogumsal anomali ve HSCP yoktur.
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Sekil 2.7. Angelman sendromu fasiyal dismorfik bulgular (Fotograf kaynagi-
HUTF Cocuk Genetik béltimi argivi).

Gelisme geriligi, ndbet ve edinilmis mikrosefalisi olan kiz hastalarda
ayirici tanida Rett sendromu da (Sekil 2.9.a) yer alir, ancak Rett
sendromunda ilk 6-18 aylik periyodda gelisim normaldir ve MWS ile uyumlu

tipik fasiyal dismorfik bulgular mevcut degildir.

Pitt-Hopkins sendromu (Sekil 2.8.d) ve Rubinstein Taybi (Sekil 2.8.b)
sendromu da zihinsel yetersizlik, mikrosefali ve HSCP goérilebilen diger

sendromlardir, ancak fasiyal dismorfik bulgularin farkhligi ile ayirt edilebilirler

(3).

Smith Lemli Opitz sendromu (Sekil 2.8.c), 11g12-13 lokusunda yer
alan 7-dehidrokolesterol reduktaz enzimini kodlayan DHCR7 geninin
mutasyonlari sonucu olusan otozomal resesif bir hastaliktir. Agir zeka geriligi
ve hipospadias bulgusu MWS ile ortaktir, ancak bu hastalikta

hipokolesterolemi olur ve dismorfik bulgulart MWS’den farkhdir.

Opitz G (Sekil 2.8.e) sendromu zeka geriligi, hipertelorizm ve
hipospadias bulgulari ile; X’e bagli a talasemi-zihinsel yetersizlik sendromu
(Sekil 2.8.f) da farkh klinik fenotipik bulgulari ile MWS ayirici tanisinda yer alir
ancak, farkli dismorfik ve her bir sendroma 6zgun diger bulgular ile ayirici

tani yapmak mamkundur (3).
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Sekil 2.8. Farkh dismorfik - klinik bulgulari ile MWS ayirici tanisinda yer
alan diger dismorfik sendromlar; a. Rett sendromu, b. Rubinstein
Taybi sendromu, c. Smith-Lemli-Opitz sendromu, d. Pitt-Hopkins
sendromu, e. Opitz G sendromu, f. X’e bagll a talasemi-zihinsel
yetersizlik sendromu (3) . (Sekil 2.8 a-e Fotograflar HUTF gocuk

genetik bélum arsivine aittir).

MWS ayirici tanisinda ayrica HSCP hastaliginin diger sendromik

ve sendromik olmayan formlari da yer alir (45).

2.7. YAKLASIM, TEDAVi VE PROGNOZ

MWS’de nodral defekti ve diger malformasyonlar erken embriyonik
gelisim sirasinda olusur ve kesin bir tedavisi yoktur. Ciddi gelisme geriligi ve
dogumsal malformasyonlari olan tim hastalarda oldugu gibi erken midahale
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ve soruna yonelik yaklasim stratejisinin hastalarin genel saglik durumu ve
yasam Kkalitesi Uzerine olumlu etkisi buyuktuar. MWS’de diger pek c¢ok
kompleks multisistem hastalikta oldugu gibi iyi multidisipliner yaklagimda pek
cok farkl tibbi ve cerrahi bransin igbirligine ihtiyagc vardir. Ailelerin iyi bir
genetik danisma verilerek hastalik hakkinda yeterli bilgilendiriimesi tibbi
yaklagimin ilk ve en dnemli basamagidir. MWS nadir ve goreceli olarak yeni
tanimlanmis bir sendrom oldugundan klinik komplikasyonlarin anlagiimasi ve
hastaligin dogal seyrinin tanimlanmasi halen devam eden bir suregtir.
Hastalikla ilgili artan bilgi birikiminin ve gelisen yaklagim stratejilerinin

hastalarin yagam kalitesini olumlu sekilde etkilemesi Umit edilmektedir.

Hastalara tani aninda genel pediatrik degerlendirme, dismorfik
muayene ve ailelerin hastalikla ilgili bilgilendirilmesi surecinin ardindan temel
pediyatrik kardiyoloji muayenesi, ekokardiyografi, isitme testi, g6z
muayenesi; pediatrik dis muayenesi, hastanin kronik kabizlik ve diger
gastrointestinal problemler yoninden sorgulanmasi, detayli nérolojik
muayene ve nobet dykusunun sorgulanmasi; olasi renal anomali agisindan
ultrasonografik inceleme, 0ozellikle erkek hastalarda inmemis testis ve
hipospadias acisindan detayli genitotriner muayene, skolyoz, pektus
deformitesi, ayak/ayak bilegi malpozisyonu gibi anomaliler acgisindan detayli
kas iskelet sistem muayenesi yapiimis olmalidir. Takip eden kontrollerde

sistem sistem probleme yonelik yaklagim yapilir.

Beslenme oykusu alinmali ve buyume parametreleri her kontrolde
izlenmelidir. MWS olan hastalara 6zel bluyume egrisi yoktur, bu nedenle
standart egriler kullanilir. Ciddi beslenme problemi varsa orofaringeal
goruntileme/endoskopi gerekir. Hekim-diyetisyen gbézetiminde hastaya
beslenme destegi verilir. Yarik damak s6zkonusu ise hasta plastik-orofasiyal

cerrahiye yonlendirilir.

Hastaya 6zel farkli bir durum so6zkonusu olmadikga MWS'de rutin
cocukluk ¢agi asilarinin tamami yapilabilir. Rutin kontrollerde asilarin eksik

kalmamis olmasina dikkat edilmelidir.
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Hastalarin tamaminin erken bebeklik doneminden itibaren gelisme
basamaklari yakindan izlenmelidir. Fonksiyonel yetiler ve konugma becerisi
takip edilmeli, gelisimin yavaslamasina veya davranis degisikligine sebep
olabilecek akut sistemik fiziksel sebepler sorgulanmalidir. Hastalara konusma
terapisi ve fizyoterapi imkanlari sunulmali, tuvalet egitimi gibi konularda
ailelere sabirli israr stratejisi, iletisimin artirlmasi igin resimli —sarkili egitim,
gigneme, isirma, kemirme gibi oral davraniglari olan hastalar igin guvenli
cigneme objeleri saglanmasi, ev guvenliginin saglanmasi, okul ¢agindaki
cocuklara o6zel egitim destegi saglanmasi ve ergoterapi (kigilerin gunlik
yasam aktivitelerine katiimini saglamak amaciyla anlamh ve amacli
aktivitelerle fonksiyon kaybini agsmaya yodnelik 6zel becerilerin gelistiriimeye

calisiimasi) onerilir.

Neonatal intestinal obstriksiyon o6ykusu veya HSCP her zaman
yenidogan doneminde bulgu vermeyebilecedi icin, ciddi kabizhik HCSP
hastaliyi yonlinden rektal biyopsi ile arastiriimalidir. Biyopsi negatif vakalar
icin fonksiyonel dismotiliteyi gostermek acgisindan baryumlu grafi veya
anorektal manometri faydali olabilir. Pilor stenozu bulgusu varsa, pilorik
ultrasonografi; gastrodsefajiyal refli stiphesi varsa st gastrointestinal sistem
endoskopisi yapilmalidir. HCSP varhginda standart cerrahi yaklasim
gereklidir. intestinal dismotilite operasyon sonrasi sebat edebilir. Pilor

stenozu icin standart piloroplasti, reflt icin medikal tedavi dnerilir.

Gelisim basamaklarinda herhangi bir kayip veya gerileme hastalarin
ndbet acisindan arastirilmasini gerektirir. Nobet 6ykusu olan hastalar
mutlaka elektroensefalogram ile degerlendiriimeli ve antikonvilzan tedavi
protokoli uygulanmalidir. Mikrosefali tek basina kraniyal gortintileme yapma
endikasyonu degildir, ancak korpus kallozum agenezisi bulunup

bulunmadigini gostermek prognozu degistirmese de iyi bir tanisal ipucudur.

MWS tanisi alan tum hastalar ekokardiyografi ile olasi kalp hastaligi
agisindan degerlendiriimeli, herhangi bir anomali saptanmasi halinde

kardiyoloji bolumd ile birlikte tedavi ve takip edilmelidir.
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MWS tanisi alan tim hastalann bazal renal ultrasonografik
degerlendirmesi, Ozellikle erkek hastalarin dikkatli genitolriner muayenesi
yapilmalidir. Tekrarlayan Uriner sistem enfeksiyonlari s6z konusu ise olasi
vezikoulreteral refli varligini géstermek icin iseme sistolretrografisi yapilmall,
vezikoureteral refli saptanirsa hasta bir pediatrik nefrolog ve Uroloji uzmani

ile birlikte izlenmelidir.

Bazal g6z muayenesinde anomali saptanmasi halinde anomali tipine

gore oftalmolojik kontrol-takip gereklidir.

MWS’de sensorindral isitme kaybi bildiriimemistir, ancak konusma
bozuklugu etiyolojisinin aydinlatilmasi agisindan isitme testi ile isitme kaybi
olmadidi gosterilmelidir. Hastalarda tekrarlayan otite bagh olarak iletim tipi
isitme kaybi olabilir. Hastalarin iletisim yeteneklerinin daha da bozulmamasi
icin herhangi bir sekilde igitme kaybi saptanmasi durumunda gerekli tibbi-

cerrahi tedavi takip yapiimalidir.

Ozellikle, yurimeye baslayan hastalar ayak-bilek malpozisyonu
acisindan iyi degerlendirilmeli, herhangi bir kas iskelet anomalisi saptanan

hastalar ortopedi bolumu ile birlikte degerlendirilmelidir.

MWS hastalarinin sagkalim oranlari ile ilgili bilinenler oldukca
sinirhdir.  Sitogenetik olarak gosterilebilen blylk bir delesyonu olan,
yenidogan doneminde ndbet ile kaybedilen bir hasta ve aortik valvuler
stenozu olan bir bagka hastanin hayatin ilk birka¢ ayi icerisinde kaybedildigi
bildirilmigtir (8,15) . Literaturde bu sendrom ve komplikasyonlari yuzinden
oldagu bilinen bir diger hasta da, missense mutasyonu olan 3 yasinda bir kiz
hastadir (8).
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3. HASTALAR VE YONTEM

3.1. HASTALAR

Calismamiza zihinsel yetersizlik ve dismorfik bulgulari olup, eslik eden
klinik Ozellikleri nedeniyle MWS tanisi dugtUnulen hastalar dahil edilmigtir.
Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi
Cocuk Genetik Bolumid’nde son 10 yilda MWS 6n tanisi ile izlenen 25 hasta
bulgulari ve fotograflari arsivden taranip, bolim igi konseyde
degerlendirilmis, mental retardasyon ve tipik ylz gérinimda ile beraber MWS
ile kuvvetle uyumlu olabilecek dismorfik ve klinik bulgulari olan hastalardan

ebeveyni calismaya katilmaya onay veren 10 hasta ¢calismaya alinmistir.

MWS ile uyumlu olabilecek su dismorfik ve klinik 6zellikleri bulunduran

hastalar ¢calismaya dahil edilmistir:

» Karakteristik yiz goérinimu (mutlu yGz ifadesi; yliksek alin, uzun
yuz; frontal belirginlesme; medial agilma goésteren, orta bolimu
seyrek, genis kaslar; derin yerlesimli iri gozler; buyuk ve kalkik
kulak memesi; kemerli burun; belirgin dairesel burun ucu; belirgin
kolumella; M-seklinde Ust dudak; acik agiz ifadesi; belirgin-Gggen-

gamzeli gene),
» Mikrosefali (dogumdan itibaren veya sonrasinda),

= Orta agir zeka geriligi, gelisme geriligi, konusma gecikmesi-
konusamama, hipotoni, ataksi, epilepsi, otonomik disregulasyon,

gibi norolojik bulgular,

= Sik gulimseme, mutlu hal, stereotipik hareketler, oral davranislar,

uyku bozuklugu,
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= HSCP, pilor stenozu ve direngli kabizlik, gastrodzefageal reflu gibi

gastrointestinal bulgular,
» Hipospadias ve inmemis testis gibi genitouriner bulgular,
= Renal anomalisi olan hastalar,
» Konjenital yapisal kalp hastalig,

» Korpus kallozum agenezisi, kortikal atrofi, pakigiri, serebellar

hipoplazi gibi yapisal santral sinir sistemi anomalileri,
»  Boy kisalig,
» Velofaringeal yetmezlik, yarik damak veya diglerde maloklizyon

= GoOzde yapisal defektler, kolobom, strabismus veya kirma kusuru

(miyopi, astigmatizm)

Calismaya dahil edilen hastalarin tibbi oykuleri, 6zge¢mis ve
soygecmis bilgileri arastirma gorevlileri tarafindan degerlendirilmig, her hasta
icin U¢ nesil iceren aile agaci ¢izilmig, viucut Olguleri alinmig, gelisim
basamaklari sorgulanmis, rutin pediatrik muayeneleri ve dismorfik bulgular
degerlendiriimig, alabilen hastalara Stanford- Binet zeka testi uygulanmisg,
Ek-1 de yer alan klinik degerlendirme formu dogrultusunda bazal radyolojik

degerlendirme, konsultasyon ve tetkikleri yapilmis, hastalar takibe alinmistir.

3.2. YONTEM

Bilgilendirilmis onam vererek calismaya dahil edilen hastalarin kan
orneklemesi yapilmig ve Ornekler asagida anlatildigi gibi sitogenetik ve
molekiiler analize tabi tutulmustur. Calisma Hacettepe Universitesi Tip
Fakultesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan HEK

12/29-14 numara ile onaylanmigtir.

32



Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan B.30.2.HAC.0.05.05.01/154 say! numarasi ile

desteklenmistir.

3.2.1. Kan orneklemesi

Kan 6rneklemesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Saghgi
ve Hastaliklari Anabilim Dali, Cocuk Genetik Bolimi’nde, poliklinik hemsiresi
tarafindan yapildi. Batikon ve alkolle yapilan lokal cilt dezenfeksiyonunun
ardindan, kromozom analizi i¢in 6 ml lik heparinli tipe, DNA izolasyonu igin
10 ml lik EDTA’lI tipe ayri ayri kan ornekleri alindi.  Alinan kan ornekleri
sitogenetik ve molekiiler analiz icin, Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci
Cocuk Hastanesi Genetik Laboratuvar’'na yodnlendirildi. Burada kromozom
analizi, DNA izolasyonu ve dizi analizi islemi asagida belirtildigi sekilde

calisildi.

3.2.2. Kromozom analizi

Kromozom analizi, boélumumuize ait sitogenetik laboratuvarinda
periferik kandan lenfoblastoid hicre kultird yontemi ile The ACT
Cytogenetics Laboratory Manual esas alinarak gergeklestirildi. Steril sartlarda
sodyum heparinli tuplere alinmis sekilde laboratuvara kabul edilen kan
ornekleri, steril olarak her hasta igin 10 ml olarak hazirlanmis 6zel ortamlar
(RPMI-1620+ fetal bovine serum+ L-glutamin+ fitohemaglutinin+ antibiyotik
solUsyon) icerisine 0,5 ml ilave edilerek ekim islemi gercgeklestirildi. Ekim
sonrasi tupler 37 °C’lik inkibatorlerde 72 saat inklbe edildi. Bu strenin
sonunda elde edilen hicre kultirleri harvest iglemlerine tabi tutuldu. Bu
amacla metafaz asamasinda 8 damla kolsemid eklenerek durdurulan hicre
kaltartd 37 °C’lik etlive yerlestirildi ve 20 dakika bu etlvde tutuldu. Yirmi

dakika sonra etuvden cgikarilan tupler 2500 rpm de 10 dakika santrifuj edildi.
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Santriftj isleminden sonra tuplerdeki sipernatan atildi ve vortekste tiplere 37
°C’lik 1s1tya getirilmis 10 ml hipotonik solusyon (KCIl) damla damla ilave
edilerek hicre zar ve gekirdek zarinin patlamasi saglandi. Daha sonra tlpler
yeniden etuve yerlestirildi, 20 dakika etuvde tutulan tupler yeniden 10 dakika
2500 rpm’de santriflj edildi tuplerdeki sUpernatan atildi ve ¢okelti Uzerine
vortex ile 10 ml fiksatif (3 birim metil alkol-1 birim asetik asit ile karngtirilarak
hazirlanir) damla damla eklendi. Bir gece 2-8 °C’de bekletilen tlpler ertesi
gln 10 dakika santriflij edildi, sipernatan atildi ve ¢okelti Gzerine 7 ml daha
fiksatif vorteks ile eklendi. Daha sonra bir kez daha santriflj igleminden
gegen tuplerde supernatan atildi ve 5 ml fiksatif vorteks ile eklenerek ve son
santrifij isleminde supernatan atilarak tlpler yayma islemine hazir hale
getirildi. TUplerin icinde kalan ¢okelti birkagc damla fiksatif ile vortekslendi.
Pipet yardimi ile tlp igerisinden alinan 1-2 damla materyal kuru ve temiz bir
lam Uzerine damlatma ya da puskurtme yontemiyle yayildi ve ortam sartlar
g6z onunde bulundurularak preparatlar kuru ya da nemli bir ortamda
kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar daha sonra bir gece 60 °C Pasteur
finrn’nda bekletilerek kromozomlarin ve hicre c¢ekirdeklerinin  lama
fiksasyonu saglandi (eskitme iglemi). Bu iglemden sonra lamlar boyama-
bantlama iglemi icin hazir hale gelmis oldu. Preparatlar mikroskopta
incelenerek yeterli sayida ve kalitede metafaz plagina sahip olan lamlar
bantlama uygulamasina alindi. G-bantlama yontemi icin preparatlar 6nce
protein ¢ozlcu c¢ozeltilerde (0,4/10 g/ml Trypsin) 6-10 saniye tutulduktan
sonra, 6zel DNA boyalariyla (Giemsa) boyanarak bantlandi. Bantlamanin
kalitesi 1s1k mikroskobu ile kontrol edildikten sonra ksilen’den gecirilen
preparatlar Uzerine birkac damla entellan damlatilarak lamel ile kapatildi ve

analiz i¢in hazir hale getirildi.

Bantlama iglemi tamamlanan ve en az 450-550 bant rezolUsyonuna
sahip olan preparatlar 1sik mikroskobu altinda analizleri ISCN 2009, An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature’a uygun olarak
analiz edildi. Bu analizler sirasinda en az 20 metafaz sahasi incelendi, en az
3 metafaz sahasi analiz edildi. Birden fazla hucre klonu olmasi durumunda,

olasi mozaisizmi diglamak i¢in en az 100 metafaz alani degerlendirildi.
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Analizi yapilacak metafaz goruntusu O6zel bir goruntuleme sistemi ile
bilgisayarlara aktarildi ve ¢ikan karyotipler sonuglari ISCN 2009’ a uygun

olarak rapor edildi.

Kromozom analizi ile konvansiyonel metodla gosterilebilecek kadar
bayluk delesyon ve translokasyonlar diglandi. Karyotip analizinde anormal

bulgusu olan hastalar ¢calismanin diger basamaklarinin disinda tutuldu.

3.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin tuzda c¢Okturme (amonyum asetat) yontemi
kullanildi.  Oncelikle izolasyon icin kullanilacak nikleer lizis tampon,
amonyum asetat, proteinaz K ve %10’ luk sodyum dodesil sulfat hazirlamak
icin gereken malzemeler temin edildi. Amonyum asetat sollisyonu hazirlamak
icin 148 gr amonyum asetat 50 ml suda isiyla ¢oztldikten sonra 200 ml ye
tamamlanarak filtre edildi; nukleer lizis tampon hazirlamak igin 0,788 gr Tris
HCI, 11,68 gr NaCl ve 0,37 gr Na-EDTA bir miktar distile suda eritildikten
sonra eriyik pH’1 8,2 ye ayarlanip, 500 ml'ye tamamlanarak otoklavlandi;
%10’luk sodyum dodesil siilfat solisyonu hazirlamak icin 10 gr sodyum
dodesil stilfat 100 ml suda eritilerek filtre edildi; toz halde bulunan proteinaz K
tipune (Sigma-100 mg) 10 ml enjeksiyonluk suyun tamami bosaltilarak
vortekslenip karistirildi, hazirlanan solisyon epandorf tlplere bdlinerek -20
°C’de donduruldu. izolasyon islemi yapilirken erimesi i¢in dondurucudan
proteinaz K cikartildi. Sogutmali santifUjler ¢aligtirilarak +4 °C’ye gelmesi
saglandi. DNA eldesi yapilacak ornekler igin oncelikle 10 mllik EDTA’l
tiplere alinan kan, her bir hasta i¢cin 50 ml'lik Falcon tlplerine bosaltildi.
Ayrica her hasta i¢in 1,5 ml lik ependorf tiplu hazirlanarak Uzerine hasta
bilgileri yazildi. Falkon tupune bosaltlan 10 mllik kan o6rnegi 40 mi
otoklavlanmis soguk distile su ile karistirilarak 50 ml'ye tamamlandi ve elle
kuvvetlice c¢alkalandi. 1750 rpm’de (500xg) 20 dakika santiflij edildi.
Supernatan lavaboya dokuldu ve kalan ¢okelti tekrar otoklavlanmis distile su

ile 45 ml'ye tamamlandi, dipteki pelet hafifce ¢alkalanarak ¢ézildu, ardindan
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1900 rpm’de (600xg) 20 dakika santiflj edildi. SUpernatan lavaboya dokulda.
Her bir tupteki ¢Okelti Uzerine 3 ml niikleer lizis tampon eklenerek tuplerin
kapaklari kapatildi ve kuvvetlice calkalandi. Ardindan tuplerin kapaklari
acllarak, her birine 150 pl proteinaz K ve 200 ul %10’luk sodyum dodesil
stlfat soliisyonu pipetlendi. Tlpler vortekslendi ve 16 saat 37 °C etivde
bekletildi. 16 saat sonunda her bir tipe 3 ml amonyum asetat eklenerek
kuvvetlice calkalandi. Bu sirada 20 dakika oda isisinda bekletilen ependorf
tuplerine 400pul Tris-EDTA tamponu pipetlendi, 4000 rpm’de (3000xg) 20
dakika santiflij edildi. Stpernatan Pastér pipet ile dipteki pelete dokunmadan
baska bir temiz falkon tipune alinarak Uzerine etil alkol eklendi. TUpler elde
calkalandi, tuplerin icinde girdap olusturularak DNA’nin toparlanmasi
saglandi. Bu iglem ardindan gorunur hale gelen DNA pipet ucu yardimiyla
toplanarak 400 ml Tris-EDTA tamponu iceren tupler igerisine dikkatlice
yerlestirildi. DNA ornekleri iyice ¢OzUnmesi igin bir gece daha etuvde
bekletildi, ertesi sabah tium o6rnekler kaydedilerek deney ginline kadar

saklanmak Uzere -20 °C’lik derin dondurucuya kapatildi.

3.2.4. DNA Dizi analizi
3.2.4.1. DNA Dizi analizi primerlerinin tasarlanmasi

MWS patogenezinden sorumlu bilinen tek gen olan ZEB2 geninin 10
ekzonu bulunmaktadir. Bunlardan 2. ile 9. ekzonlarin tamami protein dizisinin
kodlanmasinda gorev alirken 10. ekzonun bir kismi protein dizisinin
kodlanmasinda bir kismi ise ZEB2 mRNA’sinin 3’ ucunun sentezinde yer
almaktadir. Baylk olan 8. ekzonun 5 pargaya bdllinerek incelenmesi, 10.
ekzonun protein kodlayan kisminin ise 2 parcaya bolunerek incelenmesi
tasarlandigi icin ZEB2 geninin 2-10. ekzonlarina yonelik 14 cift primer
tasarlanmistir.  Primer dizilerinin tasarimi, Ensembl veri tabaninda
(http://www.ensembl.org) bulunan insan referans genomu, ZEB2 geni,
ENSTO00000303660 isimli transkriptinin dizisi esas alinarak ve internet

Uzerinden serbest paylasimli ‘Primer 3’ (http://primer3.wi.mit.edu) programi
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kullanilarak protein kodlamasina katilan 2-10. ekzonlari ve ekzonlarin

cevresindeki en az 5 bp uzunlugundaki intron bolgelerini igine alacak sekilde

tarafimizdan yapilmigtir. Tasarlanan primerler Tablo 3.1’de yer almaktadir.

Tablo 3.1. ZEB2 dizileme analizi i¢in kullanilan primerlerin dizileri, PCR

arunlerinin uzunlugu ve erime sicakliklari

Ekzon numarasi

Tasarlanan dizi (5'>3’)

PCR Uriin uzunlugu

Erime sicakhgi

Ekzon 2 5’ primer ATTGTCGCTGTGTTTGGTTG 253bp 60°C
Ekzon 2 3’ primer TCGGTTCCTTTTCCCTTTC 253bp 60°C
Ekzon 3 5’ primer TAGGGGTGGCTGATGTTTC 381bp 59°C
Ekzon 3 3’ primer ACAGATTAGTTGAAGATGTGAAGATG 381bp 59°C
Ekzon 4 5’ primer CTTCCTTGTTCCTGTGCTTG 227bp 59°C
Ekzon 4 3’ primer TTTCCTTCCCTGCCTCAC 227bp 59°C
Ekzon 5 5’ primer GGCTATGATGGAGATGGACT 482bp 56°C
Ekzon 5 3’ primer TGTTCTTGTTCTTTATTGGATGT 482bp 56°C
Ekzon 6 5" primer GCCCGCTTCTCTCTCTCTC 321bp 60°C
Ekzon 6 3’ primer TGCCAATCAAAGCAATATCGT 321bp 60°C
Ekzon 7 5’ primer TCCCCAAAGGTTCAAAGAAA 532bp 59°C
Ekzon 7 3’ primer AACACAAATCAGGCACACAGA 532bp 59°C
Ekzon 8-1 5’ primer TTCCTTTTGTTTGGTTTCACA 516bp 58°C
Ekzon 8-1 3’ primer GGCTTCCATCCCTACACC 516bp 58°C
Ekzon 8-2 5’ primer TATGAATGGTGGGCTTGGA 510bp 60°C
Ekzon 8-2 3’ primer AACTGGCATGAAAATGGAGTG 510bp 60°C
Ekzon 8-3 5’ primer TTGCCTCCAGAGCTTGACTAC 471bp 59°C
Ekzon 8-3 3’ primer CGTTGTTCAAACCATTCCTTC 471bp 59°C
Ekzon 8-4 5’ primer CCAACTCCGATGAACTGCT 511bp 59°C
Ekzon 8-4 3’ primer GCTTTTGTTTTGTTCTTTGTGG 511bp 59°C
Ekzon 8-5 5’ primer CCCACAGTAGTTCATACACTCCAA 543bp 60°C
Ekzon 8-5 3’ primer GCCACCTCTTTTCTTCATAGCA 543bp 60°C
Ekzon 9 5’ primer TGAGGTTCTCCAAATGTCC 443bp 56°C
Ekzon 9 3’ primer TCCAATAAACAGGCAACAA 443bp 60°C
Ekzon 10-1 5’ primer CACCCTGTCATCTTGTTCTTTC 391bp 59°C
Ekzon 10-1 3’ primer CTTCTTTCTCGTGCTCCTTCTC 391bp 60°C
Ekzon 10-2 5’ primer GCAGAGCATTACCCCTCA 468bp 58°C
Ekzon 10-2 3’ primer CTCCGTCTACATCTGTCTTGG 468bp 58°C
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Tasarlanan primerlerin dimer veya sag¢ tokasi gibi sekonder yapilar
olusturabilme Ozellikleri, Integrated DNA Technologies oligoanalyzer (http: //
eu. idtdna. com / analyzer / applications / oligoanalyzer) programi kullanilarak
test edildi ve her bdlge igin en az sekonder yapi olusturan primer giftleri
secildi. Daha sonra segilen primer ciftlerinin insan genomunda sadece tek bir
bolgeyi 6zgul olarak ¢ogalttigini, primerlerin bilinen yaygin bir tek nukleotid
degisikligine Single Nucleotide Polymorphism (SNP) denk gelmedigini ve
O0zgul olmayan urin olusumuna neden olabilecek tekrar dizileri iginde
bulunmadigini gostermek i¢in University of California at Santa Cruz Genome
Browser (UCSC) (http://genome.ucsc.edu/) ve ayni genom goruntileyicinin In

silico PCR programi kullanildi.

Tasarlanan 14 primerin herbirinin basarili bir PCR igin yeterli
oldugunun gosterilmesi amaci ile bu primerler saglikli bireylerden alinmis iki
farkh kontrol DNA’sI ile denendi.

3.2.4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR 6ncesi hastalar ve ebeveynlerinden izole edilen DNA 6rneklerinin
derisimleri Nanodrop 2000c cihazi kullanilarak belirlendi ve DNA'larin
derisimleri 50 ng/pl olacak sekilde seyreltildi. PCR igin kullanilacak primerler
ise liyofilize olarak satin alindi ve son derisimleri 10 pmol/ul olacak sekilde
seyreltildi. Her bir PCR igin dncelikle Dr. Zeydanh marka 34,8 pl su, 5 ul 10X
tampon ¢ozeltisi, 4 pl 2,5M dNTP, 1 pl 25mM MgCI2, 0,2 ul Tag Polimeraz, o
bdlge igin tasarlanmis 2 uyl 5’ primer ve 2 ul 3’ primer, son olarak 1 pl ilgili
bireyin DNA’s1 karistinldi. PCR, 95 °C’de 5 dakika ile denattrasyon ile
baslanarak, 95 °C’de 30 saniye, ilgili primerin Tablo 3.2’de belirtilen erime
sicakliklarinda 30 saniye, 72 °C’de 30 saniye olacak sekilde 40 dénglde ve
son ekstansiyon olarak 72 °C’de 2 dakika olacak sekilde gercgeklestirildi. Elde

edilen PCR Urdnleri etidyum bromur iceren %2’lik agaroz jelde 120 Volt'ta 25
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dakika yudrataldikten sonra UVP BioSpectrum 500 goérintlleme sisteminde
goruntulendi. Uygun uzunlukta tek bant elde edilen PCR Urdnleri igin bir
sonraki asamaya ilerlenirken tek bant elde edilemeyen veya bandin zayif
oldugu durumlarda reaksiyon kosullari degistirilerek PCR’ler tekrarlandi ve
elektroforezde zayif olmayan tek bant elde edilmeye caligildi. Bunun igin
yapilan optimizasyon calismalarinda ekzon 2 i¢in 5 pl dimetil siilfo oksit
(DMSO) eklenmesi ve DNA miktarinin 6 ul'ye ¢ikarilmasi, ekzon 3 ve ekzon
10-2 igin fazladan MgCI2 eklenmemesi, ekzon 4 i¢in 5 yl DMSO eklenmesi

elektroforezlerde tek ve guglu bant elde edilmesini saglandi.

Ekzon 8-1 ve ekzon 8-2 igin ise dizileme igin uygun bir elektroforez
goruntisu elde edilemedi. Bu bdlgeler icin ekzon 7’nin S’primeri ile ekzon 8-
3’un 3’primeri kullanilarak uzun bir bolgeyi ¢ogaltmaya yonelik PCR yapildi.
Uzun bolgeyi cogaltmaya yonelik PCR igin Invitrogen Platinum Taq ile 35,3 ul
su, 5 pl 10X tampon ¢ozeltisi, 4 yl 2,5M dNTP, 1,5 pyl 25mM MgCI2, 0,2 ul
Taq Polimeraz, 1 yl 5’ primer ve 1 ul 3’ primer, son olarak 2 pl ilgili bireyin
DNA ’siI karistinildi. PCR, 95 °C’de 5 dakika ile denattrasyon ile baglanarak,
95 °C’de 30 saniye, ilk 15 dongu igin 62 °C’de ve sonraki dondler igin 60
°C’de 30 saniye, 72 °C’de 3 dakika olacak sekilde 50 dbéngude ve son
ekstansiyon olarak 72 °C’de 5 dakika olacak sekilde gergeklestirildi.
Elektroforezde daha uzun spesifik bantlar da elde edilmesi Gzerine bu bolge

icin PCR purifikasyonu jelden purifikasyon seklinde yapildi.

3.2.4.3. PCR uruniinu saflagtirma

Elektroforezde uygun uzunlukta tek bant elde edilen PCR drunleri igin
Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System ile saflastirma yapildi.
Bunun igin 45 pl PCR Urunu ile 45 pl membran baglama ¢ozeltisi karigtiriimis
ve purifikasyon kolonlarinin Gzerine eklemistir. 14.000g’de 1 dakika santrifyj
ile PCR durunlerinin kolonlara tutunmasi saglandi. Ardindan, énce 700 ul
membran yikama c¢ozeltisi eklenerek 14.000g’'de 1 dakika ve 500 ul

membran yikama ¢dzeltisi eklenerek 14.000g’de 5 dakika santrif(jj ile kolona
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bagli olan PCR urunleri yikanarak PCR urunleri safsizliklardan uzaklastirildi.
14.000g’de 1 dakika bir ¢ozelti eklemeden yapilan santrifij ile membran
yikama c¢ozeltisinin igerisindeki etanol de uzaklastirildiktan sonra 40 ul su
eklenerek 14.000g’de 1 dakika santrifij sonrasi purifiye PCR urUnleri elde
edildi. Jelden PCR pdrifikasyonu igin ise PCR urunleri %1’lik agaroz jelde
120 Volt'ta 45 dakika yurutuldukten UV isik altinda uygun uzunluktaki PCR
bandi kesilerek diger PCR drunlerinden ayrilmigtir. Kesilen jel 300 ul
membran baglama c¢oézeltisi ile karistirilarak 62 derecede 10 dakika boyunce
jelin ¢dézinmesi saglandi. Daha sonra pdurifikasyon kolonlarinin dzerine
eklenen bu ¢ozelti ile yukarida anlatilan uygun uzunlukta tek bant elde edilen
PCR Urlnleri icin uygulanan yontem kullanilarak purifiye PCR drtnleri elde
edildi.

3.2.4.4. Dizi reaksiyonu

Pdrifiye edilmis PCR UrUnlerinin derisimleri Nanodrop 2000c cihazi
kullanilarak belirlendi ve derisimleri 40 ng/pl olacak sekilde seyreltildi.
Sekans reaksiyonu icin 12 ul su, 4 pl 5X BigDye Sekanslama tampon
¢Ozeltisi, 2 ul BigDye Terminator v 3.1 Sekanslama ¢dzeltisi, 1 yl o bolge igin
tasarlandi 5’ veya 3’ primer ve 1 ul purifiye PCR urunu karistirildi. Sekans
reaksiyonu, 95 °C’de 5 dakika ile denatlrasyon ile baslanarak, 95 °C’de 15
saniye, 50 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 4 dakika olacak sekilde 25 dongude ve

son ekstansiyon olarak 60 °C’de 7 dakika olacak sekilde gerceklestirildi.

3.2.4.5. Dizi purifikasyonu

Sekans reaksiyonu urlnleri Zymo Research DNA Sequencing Clean-
Up Kit’ ile purifiye edilmistir. Bunun igin 20 pl sekans reaksiyonu Grunu ile
240 pl sekans baglama c¢ozeltisi karistinlmis ve purifikasyon kolonlarinin
uzerine eklemigtir. 14.000g'de 30 saniye santrifuj ile PCR urinlerinin
kolonlara tutunmasi saglanmistir. Ardindan, 300 ul membran yikama ¢ozeltisi

eklenerek 14.000g’de 30 saniye santriflj ile kolona bagh olan sekans
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reaksiyonu drunleri yikanarak sekans reaksiyonu drunleri safsizliklardan
uzaklastirimigtir. 20 pl formamid eklenerek 14.000g'de 30 saniye santriflj

sonrasi purifiye sekans reaksiyonu urunleri elde edilmigtir.

3.2.4.6. Analiz

Elde edilen purifiye sekans reaksiyonu urunleri 95 °C’de 10 dakika
boyunca denature edildikten sonra hizlica buza batirlarak purifiye sekans
drtnlerinin tek zincir halinde elde edilmesi saglanmistir. Ardindan, purifiye
sekans reaksiyonu urunlerinin ABI 3100—-Avant Genetic Analyzer ile kapiller

elektroforez yapilarak dizileri saptanmigtir.

3.2.4.7. Verilerin degerlendirilmesi

Yapilan DNA dizi analizi sonuglarinin degerlendiriimesi i¢cin Chromas
Lite v2.01 programi kullaniimistir. Buna goére elde edilen diziler okunarak
ensembl veri tabanindaki referans dizisi ile karsilastirlmistir. Referans
dizisinde yer almayan veya daha 6nceden polimorfizm olarak bildiriimeyen
dizi sonuglari daha onceden insanlarda hastalik yapan tum mutasyonlarin
toplandigit The Human Gene Mutation Database (HGMD)de,
(http://lwww.hgmd.cf.ac.uk) arastinimistir. Daha o6onceden Mowat-Wilson
Sendromu’ndan sorumlu oldugu bildirilmis nikleotid degisiklikleri igin analiz
sonuglandirilirken, daha 6nceden bildirilmemis degisiklikler i¢in “Mutation
Tester” (http://www.mutationtester.org) ile degisikligin tlrl ve hastalik yapma
olasiligi saptanmigtir. Anlamsiz “Nonsense” mutasyonlar ve anlamsiz
mutasyona neden olan cergceve kaymasi mutasyonlari dogrudan Mowat-
Wilson Sendromu ile iligkili olarak kabul edilmigtir. Mutasyon saptanan butin
bireyler i¢cin mutasyonun de novo oldugunu kanitlamak amaciyla ulagilabilen
ebeveynlere ilgili ekzon igin DNA dizi analizi yapilmigtir. Klinik verilerin

degerlendiriimesi igin SPSS for Windows 20 programi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1. KLINIK, SITOGENETIK VE MOLEKULER BULGULARI iLE

HASTALAR

Sekil 4.1. a. Hasta 1, 4 yas fasiyal dismorfik bulgulari, b. Kraniyal MRG’de

korpus kallozum hipogenezisi.

Hasta 1; 4 yasinda erkek hasta, ilk kez 10 gunlikken doktora
bagvurmus. Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne-babanin ilk gocugu
olarak miadinda 3400 gr olarak dogmus. Prenatal ultrasonografi de aort
koarktasyonu kaydedilmis. Postnatal ekokardiyografi de aort koarktasyonu ile
beraber atriyal ve ventrikller septal defekti bulunan hasta 20 gunluk ve 1
yasindayken cerrahi gecgirmis. Orta derecede zeka geriligi, motor geriligi ve
epilepsisi bulunan hastanin elektroensefalografisinde (EEG) fronto sentro
pariyetal epileptik aktivite mevcuttu ve karbamazepin tedavisialiyordu. Kronik
kabizlik ®ykisi mevcuttu. isitme testi ve abdomino-renal ultrasonografisi
normal olan hastanin muayenesinde mikro-skafosefali, hipertelorizm, medial
acllanma gosteren kaslar, belirgin kolumella, uzun ytz, mutlu yiz ifadesi,
acik agiz, hipersalivasyon, yukari donuk kulak memesi ve hipospadias vardi
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(Sekil 4.1.a). Kraniyal MRG’de korpus kallozum hipogenezisi mevcuttu (Sekil
4.1.b). Fizik muayenede ayrica uylukta hipopigmente lekeler ve dislerde
enamel hipoplazisi kaydedilmisti. Ozel egitim destegi aliyordu. Hastaya bir
baska merkezde yapilan tetkiklerden 22q11.2 delesyonu igin yapilan FISH
analizinde ve subtelomerik FISH analizinde delesyon saptanmadigi,
kardiyofasiyokutan6z sendrom 6n tanisi ile KRAS, BRAF, MAP2K1 genlerine
dizi analizi yapildigi herhangi bir mutasyon saptanmadigi o6grenildi.

Kromozom analizi; 46,XY olarak saptandi.

ZEB2 gen dizi analizinde ekzon 7’de daha &6nce literatlirde bidirilen
c.855 856 delesyon mutasyonu heterozigot olarak saptandi (Sekil 4.1.c) (22)
. Bu durum protein dizeyinde p. E286Vfs*7 degisikligine sebep olmaktadir.
Bu degisiklik sonucu proteinde mutasyonun oldugu noktadan itibaren bir
cerceve kaymasi olmakta ve 7 amino asit sonra da protein erken bir sekilde
sonlanmaktadir. Bu sekildeki bir mutasyon buyuk oranda zarar vericidir. 2
nukleotidlik ardigik olarak 2 kez tekrar edilen bir dizinin tek kopyasi silinmistir.
Bir hastalik veri tabani olan HGMD’de (http://www.hgmd.cf.ac.uk) bu
mutasyon CD041185 numarasi ile yer almaktadir. Bu durum buyuk olasilikla
anne veya babada c¢ocugu olusturan esey hucreleri Uretilirken DNA
polimeraz'in yaptigi bir kayma DNA polymerase slippage hatasina
dayanmaktadir. Daha 6nceden de bu ve benzeri dizi 6zelliklerinin belli

mutasyonlara yatkinlk yaptig bildirilmigtir (46-48) .

L T Q G A G N R K F K cC T E o} G K _ A
_ L T Q G A G N R K F K c T v W Q G
TAARACCCAARAGGAGCAGGTA AR (o} CAAGTTCARATGCARACAGAGTGTGGCA G G
GCTAR AAGGAGCAGGTAATCGCAAGT TCAAATGCACAGTGTGGCARAGSG G
VA W A‘\* N ' ‘f" A ““‘u‘

Sekil 4.1. c. Hasta 1, ZEB2 gen dizi analizi sonucu elde edilen

elektroferogramda ekzon 7’de iki nukleotidlik ardigik 2 kez tekrar
edilen bir dizinin tek kopyasinin silindigi ok isareti ile gosteriliyor.
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Molekuler analiz sonucunda saptanan degisiklik konusunda aileye bilgi
verilmig, genetik danigma verilmig, hasta takibe alinmigtir.

Sekil 4.2. a. Hasta 2, 7 yas fasiyal dismorfik bulgulari.

Hasta 2; 11 yasinda kiz hasta, ilk kez iki yaginda zeka geriligi ve
yuriyememe sikayeti ile doktora basvurmus. Aralarinda akrabalik
bulunmayan saglikli anne babanin ikinci ¢gocugu olarak miyadinda 3500 gr
dogmus. Prenatal dykude sorun kaydedilmemis. Motor gelisim basamaklari
geri olan hastanin ekokardiyografisinde aort koarktasyonu saptanmis. Ug
yasinda nobet gecirmeye baslayan hastanin eeg’sinde temporopariyetal
epilptik aktivite vardi ve okskarbazepin tedavisi aliyordu. Tek kelimelerle
konusabilen, mikrosefalisi ve agdir zeka geriligi bulunan hastanin fizik
muayenesinde uzun yUzU, hipertelorizmi, orta hatta agilanma gdsteren genis
kaslari, derin yerlesimli iri gozleri, konveks burun profili, belirgin nazal tip ve
kolumellasi, sik gulumseyen mutlu ifadesi ve yukari donuk kulak memesi
MWS igin tipikti (Sekil 4.2.a). Aralikl direngli kabizlik dykisii veriyordu. Ozel
egitim destedi aliyordu. Muayenede ayrica pes planus ve aksesuar meme
basi kaydedilmisti. Kraniyal MRG’de korpus kallozum agenezisi mevcuttu.
Kromozom analizi; 46,XX olarak saptandi.
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ZEB2 gen dizi analizinde ekzon 3’de c¢.277_281 delesyon mutasyonu
hastada heterozigot olarak saptanmigtir (Sekil 4.2.b). Bu durumun protein
dizeyinde p.V93Tfs*23 degisikligine neden oldugu tahmin edilmektedir. Bu
degisiklik sonucu proteinde mutasyonun oldugu noktadan itibaren bir cergeve
kaymas! olmakta ve 23 amino asit sonra da protein erken bir sekilde
sonlanmaktadir. Bu gekildeki bir mutasyon blyuk oranda zarar vericidir. Bu
delesyon daha 6nceden literatirde bildirilmemistir. Bir polimorfizm veritabani
olan dbSNP veritabaninda da bildiriimemistir
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/SNP). Ancak bu mutasyonun daha sonrasinda
ekzon 8, ekzon 9 ve ekzonl10 da yer alan nonsens mutasyonlar dahi Mowat-
Wilson Sendromu ile iligkilendirilmistir. Bu mutasyonun dikkat cekici olan
kismi 5 nukleotidlik ardigik olarak 2 kez tekrar edilen bir dizinin bir kopyasinin
silinmesidir. Bu durum buyuk olasilikla anne veya babada ¢ocugu olusturan
esey hucreleri Uretilirken DNA polimeraz’'in yaptigi bir kayma nedeniyle DNA
polymerase slippage hatasina dayanmaktadir. Daha 6nceden de bu ve
benzeri dizi 6zelliklerinin belli mutasyonlara yatkinlik yaptidi bildiriimistir (46-
48) .

I R E G G 7 E H B W H H i) E I L Q 2
I R E G G T B L A Q Q R D 5 T 5 L c
T LAGGGAGGEITIGGEAEGTGGEALCACCCC ITGG L L GAGATTCTACALRGC
T L6GGALGGETGGEGRELACACCCCTGG GLG TT TACRARAGCCTCTG

-,ff“-" f‘U f\ .'l'ﬁ-,} A I\ f’f\f _h‘:

Sekil 4.2.b. Hasta 2, ZEB2 gen dizi analizi sonucu elde edilen
elektroferogramda ekzon 3'de bes nukleotidlik ardigik 2 kez
tekrar edilen bir dizinin tek kopyasinin silindigi ok isareti ile

gOsteriliyor.

Molekuler analiz sonucunda saptanan degisiklik konusunda aileye bilgi
verilmig, genetik danigma verilmig, hasta takibe alinmigtir.
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Sekil 4.3.a. Hasta 3, 4 yas fasiyal dismorfik bulgulari.

Hasta 3; 4 yasinda kiz hasta, 20 gunliukken kabizlik sikayeti ile
degerlendiriimig, 16 aylikken gelisme geriligi ve dismorfik bulgulari oldugu
icin tekrar doktora bagvurmus. Aralarinda akrabalik bulunmayan saglikli
anne babanin ilk gocugu olarak miyadinda 2700 gr dogmus. Prenatal dykude
sorun kaydedilmemis. Hastanin direngli kabizlik sikayeti 2,5 yasina kadar
devam etmis. Yedi aylikken desteksiz oturabilen hasta henuz yuriyememis,
3 yasindan beri tek kelimelerle konusabilen ve orta derecede zeka geriligi
bulunan hastanin fizik muayenesinde uzun yuzu, hipertelorizmi, mediyal
acilanma gosteren genis kaslari, derin yerlesimli iri gozleri, konveks burun
profili, belirgin nazal tip ve kolumellasi, sik guilimseyen mutlu ytuz-agik agiz
ifadesi ve yukari donuk kulak memesi MWS icin tipikti (Sekil 4.3.a). Kraniyal
MRG’de yapisal patoloji saptanmadi, ekokardiyografi ve renal ultrasonografi
normaldi. Ozel egitim destegi aliyordu. Kas iskelet sistem muayenesinde
femoral anteversiyon kaydedilmigti. 15911.2 Angelman FISH analizinde

delesyon saptanmadi. Kromozom analizi; 46,XX olarak saptandi.

ZEB2 gen dizi analizinde ekzon 8 de ¢.1467T>A nonsens mutasyonu
hastada heterozigot olarak saptanmistir ve bu durumun protein dizeyinde
p.Y921X degisikligine neden oldugu tahmin edilmektedir (Sekil 4.3.b). Bu
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nonsens mutasyon daha dnceden literatirde bildiriimemistir. Bir polimorfizm
veritabani olan dbSNP veritabaninda da bildirilmemistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Mutasyonun nonsense olmasi ve bu
bdlgeden sonraki boélgelerde yer alan nonsens mutasyonlar ile de MWS’nin
iligkilendirilmesi nedeniyle bu degisikligin hastaliktan sorumlu oldugu siddetle

dusunulmektedir.

S K L K G Y/X H M K D P c

-"RE_P_GTTGRERGGTT}'_,_.E_C_?%_C}'_TGE‘.EGGRTCC}_TGC

A "l.. . ll' { ~
4

Sekil 4.3.b. Hasta 3, ZEB2 gen dizi analizi sonucu elde edilen
elektroferogramda ekzon 8'de saptanan heterozigot nonsense

€.1467T>A mutasyonu ok igareti ile gosteriliyor.

Molekuler analiz sonucunda saptanan degisiklik konusunda aileye bilgi

verilmis, genetik danigsma verilmig, hasta takibe alinmigtir.
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Sekil 4.4.a. Hasta 4, 9 yas fasiyal dismorfik bulgulari.

Hasta 4; 9 yasinda kiz hasta, ilk kez 4 yasinda gelisme geriligi ve
konusamama sikayeti ile doktora basvurmustu. Aralarinda birinci derece
kuzen evliligi bulunan saglikli anne babanin ilk cocugu olarak miyadinda
2900 gr dogmustu. Prenatal oykude sorun kaydedilmemisti. 2,5 yasinda
yurimeye, 4 yasindan sonra tek kelimelerle konugmaya baglamigti. Dort
yasinda nobet gecirmeye baslayan hastanin EEG’sinde frontotemporal
keskin dalgalar vardi, valproik asit ve levotirasetam tedavisi aliyordu.
Mikrosefali ve agir zeka geriligi bulunan hastanin fizik muayenesinde uzun
yuzu, hipertelorizmi, mediyal agilanma gosteren genis kaslari, derin yerlegimli
iri gozleri, konveks burun profili, belirgin nazal tip ve kolumellasi, sik
gulimseyen mutlu ifadesi ve yukari donuk kulak memesi MWS igin tipikti
(Sekil 4.4.a). Aralikh direngli kabizlik 6ykisu veriyordu. Ozel egitim destegi
aliyordu. Muayenede ayrica dislerde maloklizyon ve ince uzun parmaklar
kaydedilmisti. Kraniyal MRG’de periventrikiler |I6komalazi disinda yapisal
patoloji yoktu. Ekokardiyografi de atriyal septal defekt, balon uygulanmig
pulmoner stenoz, trikuspit ve pulmoner kapaklarda hafif yetmezlik
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saptanmigti. Daha 6nce yapilan tetkiklerden frajil X DNA analizinde normal

CGG tekrar sayisi normaldi. Kromozom analizi; 46,XX olarak saptandi.

ZEB2 gen dizi analizinde ekzon 8-5 bolgesinde ¢.2761C>T mutasyonu
heterozigot olarak saptandi (Sekil 4.4.b). Bu mRNA degisikligi erken bir stop
kodonu olugsmasiyla sonuglanmakta ve bu da protein dizeyinde p.R921X
degisikligine neden olarak erken sonlanmis fonksiyon gérmeyen bir protein
olusturmaktadir.  Bu nonsense mutasyonun MWS’den sorumlu oldugu

literatlrde daha 6nce bildirilmistir (6,8).

5 I P G L R/X P Y P G L D
*—GT1TTCCTGGGCTZEGZ—;CCZ—;TZ—;CCCZ—;GGI—;CTGGI—;
N ' ~ ,1‘ \ I A /

Sekil 4.4b. Hasta 4, ZEB2 gen dizi analizi sonucu elde edilen
elektroferogramda ekzon 8-5 de saptanan heterozigot

nonsense ¢.2761C>T mutasyon ok isareti ile gosteriliyor.

Molekuler analiz sonucunda saptanan degisiklik konusunda aileye bilgi

verilmig, genetik danigsma verilmis, hasta takibe alinmistir.
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Sekil 4.5.a. Hasta 5, 4 yas fasiyal dismorfik bulgulari.

Hasta 5; Dort yasinda kiz hasta, ilk kez 3,5 yasinda gelisme geriligi ve
dismorfik bulgulari oldugu icin doktora basvurmustu. Aralarinda akrabalik
bulunmayan saglikh anne babanin ilk ¢ocugu olarak miyadinda 3300 gr
dogmustu. Prenatal dyktude sorun kaydedilmemisti. Dokuz aylikken HSCP
icin ameliyat olmustu. 2,5 yasinda yurUmeye baglamis ancak hig
konusamamisti. Mikrosefalisi ve agir zeka geriligi bulunan hastanin fizik
muayenesinde uzun yuzu, hipertelorizmi, mediyal agilanma gosteren genis
kaslari, derin yerlesimli iri gozleri, konveks burun profili, belirgin nazal tip ve
kolumellasi, sik gulimseyen mutlu ifadesi ve yukari donuk kulak memesi
MWS igin tipikti (Sekil 4.5.a). Muayenede ayrica ince uzun parmaklar ve sol
g6zde iris kolobomu kaydedilmisti. Ekokardiyografide patent duktus
arteriozus mevcuttu. Ozel egitim destegi aliyordu. Kraniyal MRG'de diffiiz
serebral atrofiye sekonder lateral ventrikil dilatasyonu disinda yapisal

patoloji yoktu. Kromozom analizi; 46,XX olarak saptandi.

ZEB2 gen dizi analizinde ekzon 8 de ¢.2083C>T nonsens mutasyonu
hastada heterozigot olarak saptanmistir (Sekil 4.5.b) ve bu durumun protein

dizeyinde p.R695X degisikligine neden oldugu tahmin edilmektedir.
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Mutasyon proteinin erken sonlanmasina neden oldugu igin zarar vericidir. Bir
polimorfizm veritabani olan dbSNP veritabaninda da rs137852981 numarasi
ile patojenik bir mutasyon olarak yer almaktadir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Bu nonsense mutasyonun MWS'den
sorumlu oldugu literatirde daha o6nce bildirilmistir (8,10,13,22,49). Literatirde

p.R695X en sik tekrar eden mutasyon olarak bilinir.

W F E Q R/X K \Y% b4 Q Y S _
18" ‘ y MOM
¢

Sekil 4.5.b. Hasta 5, ZEB2 gen dizi analizi sonucu elde edilen
elektroferogramda ekzon 8 de saptanan heterozigot nonsense

€.2083C>T mutasyonu ok isareti ile gosteriliyor.

Molekuler analiz sonucunda saptanan degisiklik konusunda aileye bilgi

verilmig, genetik danigsma verilmis, hasta takibe alinmistir.
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Sekil 4.6. Hasta 6, 6 yas fasiyal dismorfik bulgulari.

Hasta 6; 6 yasinda kiz hasta, ilk kez 3,5 yasinda konusamama
sikayeti ile doktora basvurmustu. Aralarinda akrabalik bulunmayan saglikli
anne babanin tglncu ¢ocugu olarak miyadinda 3000 gr dogmustu. Prenatal
oykude sorun kaydedilmedi. 2 yasinda yurimeye baslayan hasta 6 yasinda
tek kelimeler halinde konusmaya baslamisti. Mikrosefali ve orta derecede
zeka geriligi bulunan hastanin fizik muayenesinde uzun yuzu, hipertelorizmi,
mediyal agilanma gosteren genis kaglari, derin yerlesimli iri gozleri, konveks
burun profili, belirgin nazal tip ve kolumellasi, sik gilimseyen mutlu yiz-agik
agiz ifadesi ve yukari dénuk kulak memesi MWS igin tipikti (Sekil 4.6). Aralikli
direngli kabizlik dykisi mevcuttu. Ozel egitim destegi aliyordu. Muayenede
ayrica ince uzun parmaklar, dislerde maloklliizyon, sol uylukta café-au-lait
lekesi ve pes planus kaydedilmisti. Ekokardiyografide atriyal septal defekt
mevcuttu. Kraniyal MRG’da korpus kallozum spleniyum kesimi incelmisti.

Kromozom analizi; 46,XX olarak saptandi.

ZEB2 geninin tum ekzonlarina yapilan dizi analizinde hastaliktan
sorumlu olabilecek herhangi bir degisiklik saptanmadi. Molekuller analiz

sonucu hakkinda aileye bilgi verildi, hasta takibe alindi.
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Sekil 4.7. Hasta 7, 8 yas fasiyal dismorfik bulgulari.

Hasta 7; 11 yasinda kiz hasta, ilk kez 3 aylikken anneyi takip etmeme
sikayeti ile doktora basvurmus. Aralarinda akrabalik bulunmayan saglikli
anne babanin ikinci gocugu olarak miyadinda 3200 gr dogmus. Prenatal
oykude sorun kaydedilmemis. 4 yasinda yurumeye baglayan hasta hig
konugamamig. Mikrosefali ve orta derecede zeka geriligi bulunan hastanin
fizik muayenesinde uzun ylzu, hipertelorizmi, mediyal agilanma gosteren
genis kaslari, derin yerlesimli iri gozleri, konveks burun profili, belirgin nazal
tip ve kolumellasi, sik gulimseyen mutlu ylz-acik adiz ifadesi ve yukari
donik kulak memesi MWS icin tipikti (Sekil 4.7). Bir yasindan itibaren nébet
gecgirmeye baslamisti, EEG de duzensiz yuksek amplitidla yavas dalgalari
mevcuttu, valproik asit ve levatirasetam tedavisi aliyordu. Ozel egitim destegi
aliyordu. Aralikli direngli kabizlik oykusu vardi. Muayenede ayrica diglerde
maloklizyon mevcuttu. G6z muayenesinde sag optik sinirde incelme ve
retinada hipopigmentasyon mevcuttu. Hashimoto tiroiditi sebebiyle tedavi
aliyordu. Kraniyal MRG’ de herhangi bir yapisal patoloji mevcut degildi.

Kromozom analizi; 46,XX olarak saptandi.

ZEB2 geninin tum ekzonlarina yapilan dizi analizinde hastaliktan
sorumlu olabilecek herhangi bir degisiklik saptanmadi. Molekdiler analiz

sonucu hakkinda aileye bilgi verildi, hasta takibe alindi.
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Sekil 4.8. Hasta 8, 2,5 yas fasiyal dismorfik bulgulari.

Hasta 8; 2,5 yasinda kiz hasta, gelisme geriligi ve dismorfik bulgular
ile doktora basvurmustu. Aralarinda akrabalik bulunmayan saglkh anne
babanin ikinci gocugu olarak miyadinda 2800 gr dogmustu. Prenatal dykude
sorun kaydedilmemisti. 10 glnlikken HSCP icin ameliyat olmustu. 28
aylikken yurumeye baslayan hasta henlz konugsamamigti. Mikrosefalisi ve
gelisme geriligi bulunan hastanin fizik muayenesinde hipertelorizmi, mediyal
acilanma gosteren genis kaslari, belirgin nazal tip ve kolumellasi, MWS igin
tipikti (Sekil 4.8). Aralikli kabizlik 6ykisi mevcuttu. Ozel egitim destegi
aliyordu. Muayenede ayrica strabismus ve ciltte hiper-hipopigmente lekeler
kaydedilmisti. Ekokardiyografide patent foramen ovale mevcuttu. Kraniyal
MRG’de herhangi bir yapisal patoloji mevcut degildi. Kromozom analizi; 46,

XX olarak saptandi.

ZEB2 geninin tim ekzonlarina yapilan dizi analizinde hastalktan
sorumlu olabilecek herhangi bir degisiklik saptanmadi. Molekuler analiz

sonucu hakkinda aileye bilgi verildi, hasta takibe alindi.
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Sekil 4.9. a. Hasta 9, 7 yas fasiyal dismorfik bulgulari, b. Kraniyal MRG'de
korpus kallozum agenezisi ve ventrikullerde kolposefalik

genigleme.

Hasta 9; 7 yasinda kiz hasta, ilk kez 15 aylikken gelisme geriligi ve
dismorfik bulgular ile doktora bagvurmustu. Aralarinda akrabalik bulunmayan
saglikli anne babanin ikinci ¢gocugu olarak miyadinda 2800 gr dogmustu.
Prenatal oykude sorun kaydedilmemisti. Yirmi aylikken yurimeye baslayan
hasta 3 yasindan sonra tek kelimelerle konusmus, halen yari anlasilir
cumleler kurabiliyordu. Mikrosefalisi ve hafif zeka geriligi bulunan hastanin
fizik muayenesinde uzun yuzl, hafif hipertelorizmi ve mediyal acgilanma
gOsteren kaslarn mevcuttu (Sekil 4.9). Odiyolojik incelemede sag kulakta
sensorindral isitme kaybi tespit edilmisti. Muayenede ayrica diglerde
maloklizyon ve bilateral inguinal herni operasyon skari kaydedilmisti.
Ekokardiyografide 2.derece triklspit yetmezlik mevcuttu. Kraniyal MRG’de
korpus kallozum agenezisi ve lateral ventrikillerde kolposefalik genigleme
vardi. Ozel egitim destegi aliyordu. Daha 6nce yapilan tetkiklerden
subtelomerik FISH analizinde patolojik degisiklik yoktu. Kromozom analizi;

Normal 46, XX olarak saptandi.

ZEB2 geninin tum ekzonlarina yapilan dizi analizinde hastaliktan
sorumlu olabilecek herhangi bir degisiklik saptanmadi. Molekdiler analiz

sonucu hakkinda aileye bilgi verildi, hasta takibe alindi.
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Sekil 4.10. Hasta 10, 18 yas fasiyal dismorfik bulgulari.

Hasta 10; 18 yasinda kiz hasta, ilk kez 13 yasinda geriligi ve dismorfik
bulgular ile doktora basvurmus. Aralarinda birinci derece kuzen evliligi
bulunan saglkli anne babanin Uglncu c¢ocugu olarak miyadinda normal
kiloda (kaydediimemis) dogmus. Prenatal 6ykide sorun kaydediimemis. Ug
yasindan sonra yurumus ve tek kelimelerle konusmus, halen cumle
kuramiyor. Mikrosefali ve agir zeka geriligi bulunan hastanin fizik
muayenesinde uzun ylzu, sik gulimseyen mutlu yuz-acgik agiz ifadesi,
hipertelorizmi, mediyal agilanma gosteren kaslari, derin yerlesimli gozleri,
konveks burun profili, belirgin nazal tip ve kolumellasi mevcuttu (Sekil 4.10).
Muayenede ayrica dislerde maloklizyon kaydedilmisti. Ekokardiyografik
incelemesi normaldi. iki yildir 6zel egitim rehabilitasyon destegi almiyordu.
Kraniyal MRG’de korpus kallozumda incelme mevcuttu. Daha 6nce yapilan
tetkiklerden, kromozom analizi, 46,XX olarak saptandi, 15911.2 Angelman
FISH ve 17p11.2 Smith-Magenis FISH analizinde delesyon saptanmadi, frajil
X DNA analizinde normal CGG tekrar sayisi normaldi, subtelomerik FISH

analizinde patolojik degisiklik yoktu.

ZEB2 geninin tum ekzonlarina yapilan dizi analizinde hastaliktan
sorumlu olabilecek herhangi bir degisiklik saptanmadi. Molekdiler analiz

sonucu hakkinda aileye bilgi verildi, hasta takibe alindi.
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4.2. KLINIK VE MOLEKULER BULGULARIN GENEL
DEGERLENDIRMESI

Bu c¢alisma Nisan 2012- Nisan 2013 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Faklltesi Ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Cocuk Genetik
Bolumunde’'nde gergeklestirildi. Calismaya zihinsel yetersizlik ve dismorfik
bulgulari olup, eslik eden klinik 6zellikleri nedeniyle MWS tanisi dusunudlen
hastalardan ebeveyni calismaya katilmaya onay veren 10 hasta galismaya
dahil edildi.

Calismaya dahil edilen 10 hastanin cinsiyetleri 1’i erkek (%10), 9'u kiz
(%90) seklindeydi. Hastalarin doktora ilk bagvuru yasi median 2,2 yas
(10/365 gln-13 yas); median klinik tani yaslari 3,7 yas (1,5yas-15yas) ve
median son kontrol yaslarl 6,5 yas (2,5yas-18yas) olarak kaydedildi. ik
kontrol ile tani arasinda gecen slre median 1 yil (0-7,7 yil) olarak saptandi.
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hastalarin basvuru, tani ve son kontrol yaslari.

Median (ortanca) yas Minimum Maksimum
ilk bagvuru yasi 2,2 yas 10/365 giin 13 yas
Klinik tani yasi 3,7 yas 1,5 yas 15 yas
Son kontrol yasi 6,5 yas 2,5 yas 18 yas

On hastanin higbirinde prenatal-perinatal problem, hipoksik dogum
Oykusu mevcut degildi. Hastalarin median dogum agirliklari 3200 gr (2700gr-
3500gr) seklindeydi. Dogumda mikrosefalisi oldugu bilinen bir hasta haricinde
(hasta 1) dogum boy ve bas cevreleri tibbi kayitlara gegcmemisti ve aileler
tarafindan hatirlanmiyordu.
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Iki hastanin (hasta 4 ve hasta 10) anne babasi arasinda akrabalik
mevcuttu 2/10 (%20). Hicbir hastanin ailesinde benzer hastalik o6ykusu

mevcut degildi.

10 hastanin 9’ u Stanford-Binet zeka testi ile intelligence quotient (1Q)
acisindan degerlendirildi. Dort hastanin agir derecede zeka geriligi (IQ: 20-
25), 4 hastanin orta derecede zeka geriligi (1Q:40-50), bir hastanin (hasta 9)
hafif derecede zeka geriligi (IQ: 69) mevcutken, 2,5 yasinda oldugu igin
Denver gelisimsel tarama testi Il uygulanan bir hastanin (hasta 8) 11 ayla

uyumlu global gelisim geriligi mevcuttu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hastalarin zeka-gelisim dlzeyi.

Global gelisme Hafif zeka Orta dereceli Agir zeka
geriligi geriligi zeka geriligi geriligi
(1Q:50-75) (1Q:25-50) (1Q<25)
Hasta sayisi 1 1 4 4
Toplam ylzde %10 %10 %40 %40

Biri (hasta 9) hari¢ hastarin tamaminda motor gelisim basamaklari
geri idi, motor gerilik 9/10 (%90). Hastalarin median desteksiz oturabildigi ay,

9 ay (6 ay-30 ay); yurime ayi 45 ay (20ay-132 ay) seklindeydi.

Ug hastanin (hasta 5, hasta 7 ve hasta 8) hi¢c konusma yetenegi
yoktu. Diger 7 hasta, median 3 yasta (2 yas- 9 yas) tek kelimeler halinde
konusmaya baslamisti. Yari anlasilir cimleler kurabilen bir hasta (hasta 9)
haricinde diger hastalarin hi¢ biri son kontrol yaglarinda cimle kuramiyordu,

sinirli kelime kapasitesi ile ancak tek kelimeler halinde konusabiliyordu.

Sekiz hastanin mikrosefalisi mevcuttu 8/10 (%80). Iki ayri

dismorfolog tarafindan 8 hastanin yuz bulgularn tamamen (%80), 2 hastanin
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yuz bulgulari ise kismen (%20), MWS ile uyumlu bulundu. Hastalarin ayrintili

fasiyal dismorfik bulgulari Tablo 4.3'de verilmistir.

Tablo 4.3. Hastalarin fasiyal dismorfik bulgularinin genel degerlendirmesi.

Bulgular

Hasta
1

Hasta
2

Hasta
3

Hasta
4

Hasta
5

Hasta
6

Hasta
7

Hasta
8

Hasta
9

Hasta
10

Toplam
(%)

Uzun yiz

Hipertelorizm

Kaslarda mediyal
acilanma

Derin yerlesimli iri
gozler

Konveks burun
profili

Belirgin nazal tip

Belirgin kolumella

Yukari doniik
kulak memesi

Mutlu yiiz ifadesi

Acikagiz ifadesi

Acik renkli g6z

iriste heterokromi

Tipik yiiz
degerlendirmesi

45

+

dau

+

45

+

a5

+

au

+

a5

+

a5

+

au

+

au

90

90

80

70

80

90

90

70

80

70

40

20

80

Alti hastada epileptik ndbet tarif ediliyordu (%60), median ndbet

baslangi¢ yasi, 2,5 yas (1yas- 10yas) seklindeydi. Nobet dykisiu bulunan 6

hastanin 4’0 (%66) halen antiepileptik ila¢ kullaniyordu. Yine ndbet dykusu

bulunan 6 hastanin 2’sinde (%33) ndbetler iki veya daha fazla antiepileptik

ilacin kombine kullanimi

ile kontrol altina alinabilen tedaviye direngli

ndbetlerdi (Tablo 4.4). Nobet geciren 6 hastanin 4’Unde (%66) epileptik
bulgular elektroensefalografide gdsterilmigti.
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Tablo 4.4. Noébet geciren hastalarin tedavi 6zellikleri.

Nobet (+) Nobet (-)
Tekli tedavi Coklu tedavi Tedavisiz izlem
Hasta sayisi 2 2 2 4
Toplam % %20 %20 %20 %40

Hastalarin higbiri disotonomik bulgu tarif etmiyordu. Bir hasta (hasta
10) hari¢ hastalarin higbirinde stereotipik hareketler (%10) kaydedilmemisti.
Bes hastada (%50) kraniyal MRG’de korpus kallozum aplazisi veya
hipoplazisi kaydedilmisti. Kaydedilen diger kraniyal MRG bulgulari, 2 hastada
(hasta 5, hasta 9) lateral ventrikullerde dilatasyon (%20), bir hastada (hasta
4) periventrikuler I6komalazi (%10) ve bir hastada (hasta 1) (%10) serebral
mikrohemoraji seklindeydi. U¢ vakada kraniyal MRG tamamen normal olarak

rapor edilmisti.

Uyku bozuklugu hicbir hastada tarif edilmiyordu. Surekli bir seyler
Isirma, kemirme, yiyecek olmayan seyleri agzina goéturme, tirnak yeme gibi

oral davranislar 7 hastada (%70) tarif ediliyordu.

Hastalarin tamami (%100) aileleri tarafindan mutlu bir ¢ocuk olarak
tanimlanmisti. Sekiz hastada (%80) sik gulimseyen mutlu yliz ifadesi

muayene sirasinda da gézlenmisti.

iki hasta haric hastalarin tamaminin bas ¢evresi -2 standart
deviasyonun altinda o6lguldi (<-2SD), vyani hastalarin %80’i mikrosefalikti.
Hastalarin agirlik ve boy persentil degerlerinin dagihmi Tablo 4.5de

verilmigtir. Hi¢cbir hastada boy kisaligi tespit edilmemistir.
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Tablo 4.5. Hastalarin agirlik ve boy persentil degerlerinin dagilimi.

Degerleri belirtilen aralikta olan hasta sayisi

<3p 3-10 p 10-25p 25-50p 50-75 p 75-90 p >90p
Vucut agirlig 1 3 3 1 2

Boy 2 8 4 1

Yedi hastada (%70) ekokardiyografi ile dogumsal kalp hastahgi
saptandi, 3 hastada (%30) hi¢cbir kardiyak anomali saptanmadi. Bir hastaya
cerrahi tedavi ile beraber balon anjiyoplasti, 2 hastaya sadece balon
anjiyoplasti ile tedavi uygulandi. Saptanan anomali ve tedavi-izlem sekli
Tablo 4.6’da belirtilmistir.

Tablo 4.6. Saptanan kardiyak anomali ve tedavi-izlem sekli.

Hasta Saptanan dogumsal kalp hastahgi Tedavi-izlem

Hasta 1 AK, ASD, VSD, PDA Cerrahi, balon anjiyoplasti (AK), tibbi
tedavi ile izlem

Hasta 2 AK Balon anjiyoplasti (AK)

Hasta 4 ASD, PS, TY, PY Balon anjiyoplasti (PS)

Hasta 5 PDA Klinik takip ile izlem

Hasta 6 ASD Klinik takip ile izlem

Hasta 8 2°TY Klinik takip ile izlem

Hasta 9 PFO Klinik takip ile izlem

Aort koarktasyonu (AK); Patent duktus arteriyozus (PDA); atriyal septal defekt (ASD);
ventrikller septal defekt (VSD); patent foramen ovale (PFO); trikispit yetmezlik (TY);

pulmoner stenoz (PS); pulmoner yetmezlik (PY)
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Yedi hastada (%70) direngli kabizlik dykusu mevcuttu. 2 hastanin,
(hasta 5), 9 aylikken, (hasta 8), 10 gunlukken HSCP icin cerrahi gegirme
OyklUsu vardi (%20). Cerrahi geciren hastalarin operasyon sonrasi kabizlk
sikayetleri dizelmisti. Sadece bir hasta (hasta 9), hayatinin hi¢c bir
doneminde direncgli kabizlik sorunu c¢ekmemisti (%10) (Tablo 4.7).

Hastalardan higbirinde pilor stenozu olmamisti.

Tablo 4.7. intestinal bulgular.

HSCP Direcli kabizlik Normal digkilama
Hasta sayisi 2 7 1
Toplam % %20 %70 %10

HSCP: Hirschsprung hastalig

Go6z muayenesinde, iki hastada kirma kusuru (+1° astigmatizm), bir
hastada strabismus, bir hastada sol gbozde iris kolobomu, bir hastada sag
optik sinirde incelme ile beraber retinada hipopigmentasyon tespit edildi
(Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Goz bulgulart.

Bulgular Kirma Strabismus iris Optik sinirde incelme, Normal g6z
kusuru kolobomu retinal muayenesi

hipopigmentasyon

Hasta sayisi 2 1 1 1 5

Toplam % %20 %10 %10 %10 %50

Hicbir hastada yarik dudak-damak anomalisi mevcut degildi.

Sadece bir hastada saptanan (hasta 9) tek tarafli sensori-noral istme
kaybi (%10) diginda tum hastalarin isitme testi normaldi.
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Iki hastada saptanan pes planus (%20), bir hastada saptanan femoral
anteversiyon (%10) diginda baska bir patolojik kas-iskelet sistemi muayene
bulgusu bulunmuyordu. Ug hastada (%30) muayenede ince uzun parmaklar

oldugu kaydedilmisti.

Fizik muayenede 2 hastada ciltte hipopigmente lekeler (%10), bir
hastada uylukta 6x5 cm café-au-lait (%10) lekesi disinda anormal bir cilt

muayene bulgusu yoktu.

Tek erkek hasta olan hasta 1'de hipospadias mevcuttu, ancak
inmemis testis yoktu. Diger 9 kiz hastada herhangi bir genitouriner anomali

saptanmadi. Hi¢bir hastada ultrasonografi ile renal anomali saptanmadi.

Bes hastada (%50) dislerde maloklizyon, bir hastada enamel
hipoplazisi (hasta 1) (%10) kaydedildi.

Fizik muayenede kaydedilen diger bulgular; hasta 1’de sagital suturde
kraniyosinostoz ile beraber skafosefali, hasta 2’de aksesuar meme basi,
hasta 7’de Hashimoto tiroiditine bagli hipotiroidi, ve hasta 9’da ameliyat

edilmig bilateral inguinal herni idi.

Hastalarin tamaminin kromozom analizleri normaldi. Higbir hastada
sitogenetik olarak gozlenebilen vyapisal sayisal degdisiklik, delesyon-

duplikasyon saptanmamigti.

On hastanin 5’inde (%50) MWS etyolojisinden sorumlu oldugu
disunulen molekuler genetik degisiklik dizi analizi ile saptandi. Saptanan bu
degisikliklerin 2’si cergceve kaymasi, frameshift, 3’0 erken stop kodon
olusumuna, nonsense, dolayisiyla protein sentezinin erken sonlanmasina,
immattr normal fonksiyonunu goésteremeyen protein triint olusumuna sebep
olan, truncating mutasyonlardi. Bu mutasyonlarin 3’0 literatirde daha 6nce

bildiriimig, 2’ si daha 6nce bildirilmemis yeni mutasyonlardi.

Bu bilgiler 1s1ginda, tim vakalarin (5/10) %50’sinde, tipik yuz bulgulari

olan vakalarin (5/8) %62’sinde dizi analizi ile hastalik etyolojisinden sorumlu
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molekuler genetik degisiklik saptandi. Saptanan dedgisiklikler (2/5) %40
frameshift, (3/5) %60 nonsense mutasyon seklindeydi. Literatlirde daha 6nce
bildirilmeyen iki yeni mutasyon tanimlanmigtir. Hastalarin molekuler ve

sitogenetik bulgulariTablo 4.9’da 6zetlenmistir.

Mutasyon saptanan ve saptanmayan grupta bulgularda goézlenen
degiskenlik Tablo 4.10’da incelenmigtir. Hasta sayisinin az olmasi sebebiyle
gruplar arasinda istatistiksel degerlendirme yapilamamis bu ytuzden herhangi
bir genotip-fenotip iligkisi kanitlamak muimkin olmamigtir. Mutasyon
saptanan hastalarin klinik bulgulari Tablo 4.11’de literaturle karsilastiriimigtir.

Tablo 4.12’de hastalarin klinik ve molekuler bulgulari toplu halde verilmistir.
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Tablo 4.9. Hastalarin molekuler ve sitogenetik bulgulari.

Daha 6nce yapilmig Kromozom Dizi analizi ile Protein Mutasyon
olan ve normal gikan analizi saptanan degisikligi tipi
diger testler mutasyon
22011.2 FISH
: Ekzon 7 i
Hasta 1 Subtelomerik FISH 46.XY p.E286Vis*7 F;amesihlit
KRAS, BRAF, c.855_856 (tanimir)
MAP2K1 dizi anal.
Frameshift
Ekzon 3 )
Hasta2  _ 46,XX p.V93Tfs*23 (yeni)
c.277_281
Ekzon 8
Hasta3  15q11.2 FISH 46,XX p.Y489X e
c.1467 T>A (veni)
Ekzon 8
Hasta 4 FragilX DNA anal. 46,XX p.Arg921Xx Nonsens#i
€.2761 C>T (taniml)
Ekzon 8
Hasta5 46, XX p.Arg695X honsense
c.2083 C>T (tanimli)
Hasta6  _ 46,XX _ _ _
Hasta7  _ 46,XX _ _ _
Hasta 8 15911.2 FISH 46,XX _ _ _
Subtelomerik FISH
Hasta 9 Array CGH 46,XX _ - -
15911.2 FISH
FragilX DNA anal.
Hasta 10 46,XX _ _ _
Subtelomerik FISH
17p11.2 FISH
5 (%50) 3 nonsense (%60)
Toplam

2 frameshift (%40)

#(22) , ##(6,8) , ###(8,10,13,22,49)
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Tablo 4.10. Bulgularin gérilme sikligina gére mutasyon saptanan (+) ve
saptanmayan (-) hastalarin karsilastiriimasi.

Bulgu Mutasyon (+) Mutasyon (-)
hastalarda hastalarda
gorulme sikhigr* gorilme sikhgr*
Tipik yiiz (5/5) %100 (3/5) %60
Agir zeka geriligi (3/5) %60 (1/5) %20
Mikrosefali (5/5) %100 (3/5) %60
Korpus kallozum agenezi-hipogenezisi (2/5) %40 (3/5) %60
Nébet (3/5) %60 (2/5) %40
Mutlu hal (5/5) %100 (4/5) %80
HSCP (1/5) %20 (1/5) %20
Direngli kabizlik (4/5) %80 (3/5) %60
Motor gerilik (5/5) %100 (4/5) %80
Konusma gecikmesi-konusamama (5/5) %100 (5/5) %100
Konjenital kalp hastalgi (4/5) %80 (3/5) %60
Urogenital renal anomali (1/5) %20 (0/5) %0
Yapisal g6z anomalisi (1/5) %20 (1/5) %20
Dislerde maloklizyon (1/5) %20 (4/5) %80
isitme kaybi (0/5) %0 (1/5) %20
Ciltte hiper-hipo pigmente leke (1/5) %20 (2/5) %40
Kas iskelet sistemi bulgusu (2/5) %40 (1/5) %20

*Mutasyon (+) ve negatif (-) saptanan gruplar igi ylizdeler ayri ayri verilmistir.

66



Tablo 4. 11. Mutasyon (+) saptanan hastalarin

karsilagtiriimasi.

klinik bulgularinin literattrle

Klinik 6zellik

Mevcut calisma

Yayinlanmig total vaka

(Garavelli et al) (9)

Tipik yuz bulgular
Erkek: Kiz hasta orani

Zeka geriligi

Mikrosefali

Noébet

HSCP

Kronik-direngli kabizlik
Konjenital kalp hastaligi
Renal anomali
Hipospadias

inmemis testis

Kisa boy

Korpus kallozum agenezi veya
hipogenezisi

Yapisal g6z anomalisi
Pilor stenozu

Yarik Damak

ZEB2 mutasyonu

(5/5) %100
1/4

(5/5) %100
2 orta, 3 agir derece
(5/5) %100

(3/5) %60
(1/5) %20
(4/5) %80
(4/5) %80
(0/5) %0
(1/5) %20
(0/5) %0
(0/5) %0

(2/5) %40

(1/5) %20
(0/5) %0
(0/5) %0

(5/5) %100

(184/188) %98
106:85

%100

(145/180) %80
(116/157) %74
(102/187) %54
(25/83) %30
(100/185) %54
(21/166) %13
(38/68) %56
(25/68) %37
(43/85) %50

(77/167) %46

(7/181) %4
(9/181) %5
(5/181) %3

%100
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Tablo 4.12. Hastalarin klinik 6zellikleri ve bulgulari.

Hasta no

Isim

Hacettepe no.
Genetik no.
Cinsiyet

Yas

Zihinsel
yetersizlik
Mikrosefali
Tipik yuz

Nobet

HSCP

Kabizlik

Motor gerilik
Konjenital kalp
hastahgi

Renal anomali
Hipospadias
Korpus kallozum
aplazi/hipoplazisi
Diglerde
malokliizyon
Mutlu hal

Oral davraniglar
Kisa boy
Yapisal géz
anomalisi

Isitme kaybi
Ciltte hipo-hiper
pigmente leke
Kas iskelet
sistemi bulgusu
Diger klinik bulgu
Daha 6nce
normal olarak
saptanan diger
tetkikler

Karyotip

Mutasyon

E: erkek; K: kiz; AK: aort koarktasyonu; PDA: patent duktus arteriyozus; ASD: atriyal septal defekt; VSD: ventrikiiler septal defekt; PFO: patent foramen

1 2
6.CP. M.G.
3645515 3016875
59.702 52.024
E K
4 11

Orta derece | Agir derece

+ +
+ +

+ +

+ +

+ +
AK,ASD,VS AK

D,PDA

+ —

+ +

+ +

+ +

+ —

+

Kr. sinostoz Aks. meme
22q11.2
FISH;
Subtel.
FISH;
KRAS,
BRAF,

MAP2K1

46,XY 46,XX
Ekzon 7 Ekzon 3
c.855_856 c.277_281
p.E286Vfs7 p.V93Tfs23

3
s.0.
3028725
56.345
K
4

Orta derece

15q11.2
FISH

46,XX
Ekzon 8
c.1467 T>A
p.Y489X

4
S.T.
2827556
47.513
K
9

Agir derece

FragilX
DNA anal

46,XX
Ekzon 8
c.2761 C>T
p.Arg921Xx

5
Z.Z.
2692612
43.503
K
4

Agir derece

46,XX
Ekzon 8
€.2083 C>T
p.Arg695Xx

ovale; TY: trikiispit yetmezlik; PS: pulmoner stenoz; PY: pulmoner yetmezlik
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6
S.K.
3034576
54.708
K
6

Orta derece

46,XX

7
D.E
2478977
35.270
K
11

Orta derece

Hashimoto

46,XX

8
ES.
3643196
59.064
K
2,5
Gelisme
geriligi
+
+

+

ing. herni
15q11.2
FISH

46,XX

9
AN.L.
2814754
45513
K
7
Hafif

derece

Subtel.
FISH
Array CGH

46,XX

10
R.I.
2821557
45.740
K
18

Agir derece

15q11.2
FISH;
FragilX
DNA anal.;
Subtel.
FISH;
17p11.2
FISH
46,XX



5. TARTISMA

Bu c¢alismada MWS ile uyumlu Klinik-dismorfik bulgulari olan
hastalarin detayli klinik degerlendirmeleri, molekuler ve sitogenetik analizleri

yapilmigtir.

Yapilan indirek hesaplamalar ile MWS’nin sikligi 1/50.000-1/70.000
gibi tahmin edilmektedir. Buglne kadar literatirde 200'den fazla MWS
hastasi ve 100'den fazla ZEB2 mutasyonu bildirilmistir (3). Bu durum
hastaligin yeterince taninmiyor, hastalarin gerektigi kadar tani alamiyor
olmasina baglh olabilir. Bu ¢alismada gectigimiz 10 yilda klinik tani alan 10
yeni hasta MWS 6n tanisi ile degerlendirilmis, 5 yeni hastanin tanisi dizi
analizi ile ispatlanmis ve daha once literatlrde bildirilmemis 2 yeni mutasyon

tespit edilmigtir.

MWS’nin klinik-demografik 6zelliklerini derleyen erken calismalarda
hastalarda bir erkek cinsiyet hakimiyeti oldugundan bahsedilmektedir,
Garavelli ve ark. 2007'de yaptigi derlemede erkek:kiz hasta orani 1,42:1
olarak, yine Garavelli ve ark. 2009'da yaptigi calismada &nceki literattr
derlenerek erkek: kiz orani 106:85 olarak bildirilmigtir (4). Daha yeni
yayinlarda erkek hasta grubunun dominansindan bahsedilmemektedir. Bizim
calismamizda 10 hastada erkek: kiz orani (1:9), mutasyon saptanan
hastalarda erkek: kiz orani (1:4) seklindeydi. Erkek hasta hakimiyeti yoktu,

tam tersine kiz hastalar cogunluktaydi.

MWS otozomal dominant kalitilan, de novo, ZEB2 gen mutasyonlari
sonucu ortaya c¢ikan bir hastaliktir, akrabalikla iligkisi bildirilen bir durum
degildir. Bizim ¢alisma gurubumuzda da anne-baba arasi akrabalik gorilme
orani %20, mutasyon saptanan hastalarda da anne-baba arasi akrabalik

goriilme orani %20 seklinde saptandi. Bu degerler Tiirkiye istatistik Enstitiisii
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Kurumu’'nun 2012°de Turkiye genelinde %23,3 olarak bildirdigi akraba evliligi
sikligindan daha yuksek degildir (http://www.tuik.gov.tr).

MWS hastalarinin tamaminda zeka geriligi goérular. Bu gerilik en az
orta derecede, genellikle agir zeka geriligi olarak tarif edilmigstir (3,4). Evans
ve ark. 2012’de 61 MWS hastasi Uzerinde yaptidi calismada, hastalarda %10
orta derecede, %90 agir derecede zeka geriligi saptamistir (7). Garavelli ve
ark. 2009'daki calismasinda 8/13 hastada agir (%61), digerlerinde orta
derecede zeka geriligi saptamistir (9). Bu calismada %40 hastada agir
(1Q:0-25), %40 hastada orta derecede zeka geriligi (IQ: 25-50) saptanmistir.
Mutasyon gosterilen hastalarda agir zeka geriligi gérilme orani %60 idi. Agir
zeka geriligi orani genel olarak literatlirden az gorilmekle beraber dizi analizi

ile tanisi ispatlanmig vakalardaki agir zeka geriligi orani literattrle uyumludur.

MWS’de motor gelisim basamaklarinda gerilik tarif edilmigtir.
Literaturde hastalarin ortalama 20 ayda desteksiz oturdugu, 48 ayda
yuradugu tarif edilmistir (3,4). Calisma grubumuzda mutasyon saptanan
hastalarin tamaminda, 10 hastanin %90’inda motor gelisim basamaklari
geriydi. Hastalar median 9 (6-30) ayda desteksiz oturmus, 38 (20 ay- 132
ay) ayda yurimustd. Bu galisma grubunda saptanan motor gerilik, 6zellikle

gecikmis yurume yasi, literaturle uyumludur.

MWS hastalarinin 2-3 yasinda tek kelimelerle konusmaya baslasa da,
Ozellikle ifade edici dil fonksiyonlari bozulmustur, kelime kapasitesi 100-200
kelime ile sinirhdir, pek ¢ok hasta hi¢ konusamamaktadir (3). Bizim ¢alisma
grubumuzdaki hastalarin tamaminda konusma gecikmesi saptandi,
hastalarimiz median 3 (2-9) yasta konusmuslardi, %20 hasta hig
konusamiyordu, kalanlarin konugsma kapasitesi 10-100 kelime ile sinirli tek
kelimeler seklindeydi. Saptadigimiz konugsma bozuklugu verileri literatlrle

uyumludur.

Literatirde MWS hastalarinda %80 oraninda mikrosefali bildirilmigtir
(3,9). Bu calisma da da mikrosefali hastalarin tamaminda %80, mutasyon (+)

hastalarda %100 oraninda saptanmistir. Bu veri literatlirle uyumludur.
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MWS hastalarini gogunda kisa boy ve ince, vucut yapisi tarif
edilmektedir (3). Garavelli ve ark. 2007 ve 2009 yillarinda yaptiklar literatur
derlemesinde kisa boy oranlarini %46 ve %50 olarak vermistir (4,9).
Literaturde henluz boy kisaliginin sebebini agiklayan bir gcalisma, bir buyume
hormonu galismasi mevcut degildir. Bizim galisma grubumuzda literatlrden

farkh olarak higbir hastada boy kisaligi veya buyume geriligi saptanmadi.

Calismamizda mutasyon saptanan hastalarin tamaminda (%100),
batin hastalarin %80’inde tipik yluz bulgulari mevcuttu. Literatirde MWS
hastalarinda yasla belirginlesen tipik yuz bulgulari mutasyon saptanan
vakalarin %98-100’Unde tanimlanmistir (9). Fasiyal dismorfik bulgularla ilgili

verilerimiz mevcut yayinlar ile uyumludur.

Mevcut yayinlarda %64-78 MWS hastasinda ndbet tanimlanmigtir (3).
Cordelli ve ark. 2013’te yayinlanan galismada bu sikligi %70-75 olarak
derlemiglerdir (16). Yine ayni ¢alismada epilepsisi olan 22 MWS hastasinda
ndbetler, median 14,5 ayda (1-108) baslayan, uyku ile aktive olan, hipomotor
veya fokal klonik ndbetler olarak tarif edilmis, atipik absans ndbetlerin
genellikle 4 yasindan sonra ortaya ciktigi belirtimis ve MWS’de gorllen
ndbetlerin tedaviye direncli oldugu vurgulanmistir (16). Bir baska yayinda
epilepsinin  mekanizmasi kortikal ve striatal internéronlarin  embriyonik
gelisimindeki bozukluk olarak tanimlanmigtir (50). Bizim c¢alismamizda
hastalarin %60’inda epileptik nébet mevcuttu ve bu nébetlerin Ggte biri ¢oklu
ilag tedavisi gerektiren direngli nébetlerdi. Nébetler median 2,5 yasta (1-10)

bagslamigsti. Epilepsi ile ilgili verilerimiz literatur ile benzerlik gostermektedir.

Korpus kallozumun total veya parsiyel agenezisi literaturdeki
hastalarda %40 rapor edilmistir (3,6,13,39). Garavelli ve ark. 2009 bu orani
%46 olarak derlemigler, kendi hasta gruplarinda %85 olarak tarif
etmiglerdir(9). Bu c¢alismada onceki calismalara uyumlu bir sekilde korpus
kallozum aplazisi veya hipoplazisini %50 hastada saptandi. Bu oran
mutasyon saptanan hastalarda %40 seklindeydi.
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Literatirde daha once pilor stenozu olan 8 vaka bildirilmistir
(3,4,10,13,51), tam bir yuzde bildiriimemekle beraber disotonomik bulgulari,
uykusuzluk ve sabah ¢ok erken saatte uyanma gibi sikayetleri olan hastalar
da mevcuttur (3,4). Bu ¢alismada higbir hastada pilor stenozu, disotonomik
bulgu veya uyku bozuklugu saptanmadi. Uyku bozukluklari aslinda ayirici
tanida Angelman sendromunda daha sik goérulen bir durumdur (52). Evans
ve ark. 2012’de yaptigi ¢alismada MWS hastalarinda %95 hastada oral
davraniglar, %58 hastada stereotipik hareketler tanimlamigtir. MWS tanisi
olmayan diger 6zgul olmayan idiyopatik non-sendromik zeka geriligi mevcut
hasta grubunda ise stereotipik davranis orani %35 olarak verilmistir (7). Bu
calismada hasta grubumuzda oral davraniglari %70, stereotipik hareketleri
%10 oraninda gdzlenmigtir, mutasyon saptanan hastalarda ise oral davranis

orani %80’dir ve hi¢ birinde stereotipi mevcut degildir.

Eslik eden cerrahi problem olmadikga MWS’de neonatal veya bebeklik
doénemi beslenme problemi bildirilmemistir. Bizim hasta grubumuzda da higbir

hastada beslenme dykusunde problem kaydedilmed..

Literatirde MWS’de %3 oraninda yarik dudak damak kaydedilmigtir
(9). Heinritz ve ark. 2006'da missense mutasyon ile beraber bilateral yarik
dudak damagi bulunan atipik bir vaka takdim etmistir (26). Bizim

¢alismamizda higbir hastada yarik dudak damak anomalisi mevcut degildi.

MWS’de %4 yapisal g6z anomalileri (Axenfeld anomalisi, katarakt,
mikroftalmi, iris kolobomu) ve strabismus bildirilmigtir. Ayrica hipermetropi ve
iriste heterokromi sik rastlanan bulgulardir (3). Gregor-Evans ve ark. 2004’te
trizomi 21 ve HSCP ile birlikte bilateral iris kolobomu ve miyopisi olan bir
vaka takdim etmiglerdir (27). Sol optik sinirde aplazi ve santral koryoretinal
kolobom ile birlikte bilateral iris kolobomu bulunan bir MWS vakasi da
mevcuttur (39). 2007°’de Ariss ve ark. optik sinirde incelme ve retinada
hipopigmentasyon olan bir baska vaka sunmustur (28). Bizim galismamizda
kirma kusuru %20, strabismus %10, iris kolobomu %10 hastada saptanan

okuler bulgulardi. Ayrica dizi analizi ile mutasyon saptayamadigimiz tipik yliz
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bulgulari olan hastalardan birinde (hasta 7) sag optik sinirde incelme ve
retinada hipopigmentasyon mevcuttu. Calisma grubumuzdaki hastalarin

okuler bulgulari literattr ile benzerlik géstermektedir.

PDA, ASD, VSD, Fallot tetralojisi, pulmoner atrezi, pulmoner stenoz,
aort koarktasyonu, aort stenozu, trakeal stenoz ile birlikte olan veya olmayan
pulmoner arterial sling daha 6nce MWS hastalarinda bildirilen konjenital kalp
anomalileridir (3). Literatirde MWS hastalarinda %50-54 siklikta konjenital
kalp anomalisi bildirilmigtir (3,4,9). Bizim g¢alismamizda konjenital kalp
hastaligi %70 hastada saptandi, bu oran mutasyon saptanan hastalarda %80
seklindeydi. Anomali tipleri literatlrle benzer sekildeydi ancak sikhgl daha

once bildirilen degerlerden yuksekti.

Garavelli ve ark. 2009’da rapor ettikleri serideki tek vaka haricinde
MWS’de sensorindral isitme kaybi bildirilmemistir, ancak tekrarlayan
enfeksiyonlara bagh iletim tipi kayip olabilir (4,9). Bizim c¢alismamizda
mutasyon saptanmayan bir hastada tespit edilen tek tarafli sensorindral

isitme kaybi disinda tim hastalarin odyolojik muayene ve testleri dogaldi.

Literatirde MWS hastalarinda %52 Urogenital-renal anomali
tanimlanmistir. Tek basina renal anomali gorilme sikhgr %13, erkek
hastalarda ise inmemis testis %37, hipospadias %56 siklikla bildirilmistir (9).
Bizim galismamizda hicbir hastada renal anomali mevcut degildi, sadece bir

tek erkek hastamiz vardi ve onda da hipospadias mevcuttu.

ZEB2 gen fonksiyonu santral sinir sistemi ve enterik sinir sistemi
gelisimi ve miyelinizasyonu igin gereklidir (33,53) . Ayrica HCSP tek basina
yuksek oranda serebral disgenezi ve malformasyonla iligkili bir durum olarak
arastinimay! hak eden bir durumdur (54). Literatirde MWS hastalarinda
HSCP gorialme sikhdr %54-60 olarak bildirilmistir (9,17). Ayrica MWS
hastalarinda gértlen HSCP kliniginin daha agir bildirilmistir (17). MWS ile
birlite olan HSCP’nin yenidogan-bebeklik doneminde klinik bulgu vermesi sart
degildir. Yoneda ve ark. 2002’de 48 yasinda megakolon gelistiren bir vaka
yayinlamigtir (18). Biz bu ¢alismada HCSP goériulme oranini %20 olarak tespit
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ettik. Mutasyon saptanan ve saptanmayan hastalarimizda bu oran esitti.
HSCP gibi guraltult bir klinikle bagvuran, uzun sire hastanede yatis dykusu
bulunan hastalarin arastirilip erken tani almasi ihtimali, HSCP Klinigi olmayan
MWS hastalarindan daha yuksektir. HSCP ile bulgu vermeyen vakalara tani
koymak iyi bir klinik ve dismorfik deneyim gerektirir. Literatirde de
Klinisyenlerin MWS ile ilgili dismorfik deneyimleri, farkindaliklari arttik¢a
serilerdeki HSCP gorilme yuzdesinin azaldigindan bahsedilmektedir. Biz
kendi calisma grubumuzdaki HSCP goérilme vyuzdesinin literatlirde
bildirilenlerden daha duguk olmasini, HSCP Klinigi olmayan hastalarin

dismorfik bulgulari ile taninma basarisinin yuksekligine bagladik.

Bu calismada mutasyon saptanan vakalarin tamaminda, tUm vakalarin
%70’inde hayatlarinin herhangi bir doneminde olan veya aralikh tekrar eden
direncli kabizlik sikayeti tespit edilmistir. Literatirde bu oran %30 olarak
bildirilmistir (9). MWS’de kabizlik sikayetinden intestinal hipoganglionozisin

sorumlu oldugu sdyleyen yayinlar mevcuttur (14,55).

Literatirde nadir tek vakalar seklinde MWS ile disfaji, biliyer atrezi ve
kolestaz gibi bulgular bildiriimistir (56,57). Calisma grubumuzdaki hicbir
hastada bu bulgulara rastlanmamistir. Bu calismada %20 hastada ciltte
hiper-hipopigmente leke, %20 hastada pes planus, ve %50 hastada dislerde
maloklizyon kaydedilmigtir. Tum bunlar literatirde daha o6nce bildirilmis
bulgulardir (3,4,29).

Calisma grubumuzdaki hastalarda kaydettigimiz diger klinik bulgular
ise birer hastada saptanan, aksesuar meme basi, Hashimoto tiroiditi ve
inguinal herni seklindeydi. MWS’de aksesuar meme gorilebildigi bilinen bir
durumdur (12). Adam ve ark 2008’de koronal kraniyosinostozu olan bir MWS
vakasi bildirmiglerdir (24). Bizim mutasyon saptanan vakalarimizdan birinde
sagital sutirde kraniyosinostoz ve skafosefali mevcuttu. Bu durumda
hastamuz MWS ile kraniyosinostoz gorulen ikinci vakadir. Daha Once
Hashimoto tiroiditi bildirilen bir vaka yoktur, ancak bunun ko-insidental bir

durum olabilecegi dugtunulmustur.
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Bu calismada hastalarin  higbirinde  sitogenetik  dedgisiklik
saptanmamigtir. Literatirde sitogenetik analizle hastaliga sebep olabilecek
degisiklik saptanma orani %2, diger tekniklerle (MLPA, qPCR, array-CGH)
saptanabilen tam veya kismi ekzon delesyonlarinin toplam orani %20 olarak
verilmigtir, delesyon buyukligu ile klinik bulgularin giddeti arasinda

korelasyon kurulamamistir (8,29,37).

Bu calismada dizi analiziyle hastaliga sebep oldugu dugunudlen
mutasyon, tium vakalarda %50, tipik ylz bulgulari olan hastalarda %62
oraninda saptanmistir. Ayrica saptanan 5 mutasyonun 3’0 nonsense (%60),
2’si frameshift (%40) mutasyondur ve mutasyonlarin 3’0 ekzon 8’de
bulunmaktadir (%60). Literatirde dizi analizi ile hastalia sebep genetik
degisikligi saptama orani %70-80 olarak verilmistir (3-5,29,37), mutasyonlarin
%67’sinin ekzon 8’e lokalize oldugundan bahsedilmis ve mutasyonlarin %41
oraninda frameshift ve %31 oraninda nonsense mutasyon oldugu
belirtilmigtir. Missense mutasyonlar literatirde nadirdir. Bu bilgiler 1s1ginda
saptadigimiz mutasyonlarin lokalizasyonu ve tipi literatirle uyumludur. Tipik
yuz bulgulari olan hastalarda mutasyon saptayabilme oranimiz literatirden

cok farkli degildir.

Bu c¢alismada tipik bulgular olup mutasyon saptanmayan hastalara,
etyolojiye sebep olabilecek submikroskobik delesyonlarin saptanmasi
acgisindan MLPA, real time gPCR, array-CGH gibi tetkikler yapilabilirse
hastaliga sebep yeni degisiklikler saptanabilir. Mutasyon saptayamadigimiz
hastalar igin bir baska aciklama periferik kandan izole ettigimiz DNA
orneginde degisiklik saptamamiza engel somatik mozaisizm ihtimali olabilir
veya hastaliktan sorumlu olabilecek henlz tanimlanmamis ZEB2 disindaki
genler s6zkonusu olabilir. Nitekim, onceki yayinlarda da tim genetik tetkikler
kullanilsa bile %10 kadar bir hasta grubunda hastalia sebep genetik

degisikligin saptanamadigi ifade edilmistir (37).

ZEB2 geninde ekzon 3’te saptanan c.227_281 frameshift delesyon

mutasyonu ve ekzon 8’de saptanan nonsense c.1467 T>A mutasyonu daha
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once yayinlanmamig yeni mutasyonlardir. Bugune kadar literatirde 110’dan
fazla ZEB2 gen degisikligi saptanmistir (3,29). Pek ¢ogu ekzon 8’de lokalize
olan bu mutasyonlarin bazilarinin literatirde pek ¢ok hastada bildirilen tekrar
eden mutasyonlar oldugu gorulmustir. Sik tekrar eden bu mutasyonlar
2083C>T, 2761C>T, 1027C>T ve 904C>T'dir (4,8) . En sik tekrar eden
mutasyon olan 2083C>T, bizim gcalismamizda hasta 5’te, ikinci sik tekrar
eden mutasyon olan 2761C>T ise hasta 4’te saptanmistir. ZEB2 geni, kiguk
degisikliklerin hemen fonksiyon bozukluguna sebep oldugu evrimsel olarak iyi
korunmus, fazla polimorfik degisiklik tarif edilmeyen bir gendir (3,8,37).
Dastot ve ark. 2007 yilida yaptiklari calismada 6nceki yayinlari da derleyerek
toplam 3 polimorfik degisiklik tanimlamiglardir (8). Biz bu c¢alismada
literatiirde daha 6nce tanimlanmamis herhangi bir polimorfik degisiklik

saptamadik.

MWS’de literatirde henlz tanimlanmis bir genotip-fenotip iliskisi
yoktur. Delesyon tipi veya mutasyon tipi ZEB2 gen disfonksiyonu olanlar
arasinda hastaligin klinik siddeti, gidisi veya bulgulari arasinda bir farkhlik
tanimlanmamistir. Herhangi bir mutasyon tipine 6zgu bir bulgu veya klinik
seyir hali de bilinmemektedir. Sadece buylk delesyonlarda ZEB2 disinda
genler de etkilenmisse, yani ardigik gen delesyon sendromu sz konusu
oldugunda, klinik seyir ve siddet farkli olabilir. Ayrica literatirde nadir gorulen
missense mutasyonlar ile atipik degisken klinik bulgular olabildigini gésteren
yayinlar mevcuttur (26,40,58) . Biz bu ¢alismada kendi hasta grubumuzdaki
Klinik bulgulari belirledik, ve 2’si yeni 5 farkli molekuler degisiklik tespit ettik.
Bu calismadaki hasta sayisi genotip-fenotip iliskisi kurmak igin yeterli degildir,

ancak verilerimiz literatlre katki saglayacaktir.

Bu galigmaya katilan tum hasta ailelerine genetik danigma verilmisg,
mutasyon saptanan ailelere genetik danigma ile beraber prenatal tani imkani
sunulmustur. Her ne kadar hastaligin otozomal dominant de novo kalitim
karakteri sebebiyle tekrar etmesi beklenmese de germ hucre dizisi mutasyon
ihtimali dislanamadigi ve kardes tekrari bildiren vakalar oldugu igin ailelere

prenatal tani imkani verilmelidir (20,39,59).
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6. SONUGLAR

. MWS ile uyumlu klinik bulgulari oldugu igin ¢calismaya dahil edilen

10 hastada dizi analizi ile mutasyon gosterebilme oranimiz %50 idi.

Saptanan 5 mutasyonun 3’0 (%60) nonsense, 2’'si (%40)

frameshift mutasyondu.

. ZEBZ2 geninde ekzon 3’te saptanan c.227_281 frameshift delesyon
mutasyonu ve ekzon 8de saptanan nonsense Cc.1467T>A
mutasyonu daha o6nce tanimlanmamis yeni mutasyonlardir ve

yayinlanmasi literature katki saglayacaktir.

. MWS ile uyumlu klinik bulgulari oldugu igin ¢calismaya dahil edilen
10 hastada erkek: kiz orani (1:9), mutasyon saptanan hastalarda
erkek: kiz orani (1:4), anne-baba arasi akrabalik gortilme orani
%20 seklindeydi.

. Hastalarin tamaminda zeka geriligi, motor gelisme geriligi,
konugma gecikmesi ve mutasyon saptanan hastalarin tamaminda

mikrosefali, direncgli kabizlik, tipik ytz bulgulari mevcuttu.

. Hastalarin (6/10) %60’Inda epileptik ndébet, (5/10) %50’sinde
korpus kallozum aplazisi veya hipoplazisi, (7/10) %70’'inde oral
davraniglar, (1/10) %10‘unda sterotipik hareketler, (2/10)
%20’sinde HSCP, (7/10) %70’inde konjenital kalp hastaligi, (2/10)
%20’sinde kirma kusuru, (1/10) %10’'unda strabismus ve iris

kolobomu saptandi.

Yuzde yirmi hastada (2/10), ciltte hiperhipopigmente leke, (2/10)
%20 pes planus, (1/10) %10 hipospadiyas ve (5/10) %50 hastada
dislerde maloklizyon kaydedildi.
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8. Hicbir hastada sitogenetik degisiklik saptanmadi. Renal anomali,
boy kisaligi veya buyume geriligi, uyku bozuklugu, sensdrinédral
isitme kaybi, disotonomik bulgu, pilor stenozu, yarik dudak-damak

anomalisi hi¢bir hastada mevcut degildi.

9. Diger muayene bulgulari birer hastada saptanan, kraniyosinostoz,
aksesuar meme basi, Hashimoto tiroiditi ve inguinal herni

seklindeydi.

10. Hastalida sebep oldugu dusindlen mutasyon tum vakalarda %50,
tipik yuz bulgulari olan hastalarda (5/8) %62 oraninda dizi analizi

ile saptandi.

11.Tipik bulgular olup mutasyon saptanmayan hastalar, etyolojiye
sebep olabilecek submikroskobik delesyonlarin saptanmasi
acisindan MLPA veya real time qPCR gibi tetkiklerin yapilmasi
veya hastaliktan sorumlu olabilecek ZEB2 disindaki genlerin

arastirilmasi ¢alismalarina alinmaya aday olarak belirlenmistir.

12.Hasta grubunda sik gorulen klinik bulgular tanimlanarak tanisal
dedgeri yuksek klinik bulgulari belirlenmis, bodylece ileride
basgvurabilecek hastalarin daha hizli taninmasi saglanmaya
cahsilmigtir. Tum ailelere genetik danisma verilmis, mutasyon
saptanan ailelere genetik danigsma ile beraber prenatal tani imkani
sunulmustur. Elde edilen bilgiler 1g1ginda tum hastalar ve ailelerine
daha iyi bir izlem, tedavi ve rehabilitasyon imkani sunulmaya

calisiimigtir.
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8. EKLER

EK-1. Klinik degerlendirme formu

MOWAT WiLSON SENDROMLU HASTA KLiNiK DEGERLENDIRME FORMU

isim: Dogum tarihi: Cinsiyet: O E; 0K
Dosya no: iletisim: Tel:
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Basvuru sikayeti/sekli:
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[LE 1o 14|« OO TP TP PP PP OPTOPPPPOP
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Diger genetik calismalar: Angelman [, Subtelomerik [, DIBer . ... iiriereeereririre ettt et erere s e s ssn s
o (T T | | TSP
Akrabalik: Koken:
Aile agaci:
DOGUM OLCULERI: (............ hafta)
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BOY:uiirreereeiee e S p)
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210 1V (. o))
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DiSMORFiK BULGULAR: [Hipertelorizm

[IDamaK.....cceveeeereenenene

[IGenis kagslar [IGOZ rengi......ccueeee. , heterokromi.................
[Belirgin columella LICiltte depigmentasyon.......ccceeeereeeseeneevnnne.

Tipik cene
uplifted kulak memesi

[IEKStremiteler....ooviveeerneeirececee e
Uzun parmaklar...

KARDIYAK MALFORMASYON:[ | Yok

INTESTINAL: ] Yok
RV T o RO
Aciklanamayan kabizlk: Siddetli/surekii...................Bazen

"THSCR: Tani metodu:.......cccveeuvureeuenene
I Kronik istestinal ps6do-obstriiksiyon:siddetli kabizlikla beraber normal histoloji

GENITO-URINER: [] Yok
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Xray/skolyoz GrafiSic......uerivieenireeiereene e s ses s sesens

DAVRANIS PROFiLi: (1 Degisik objeleri veya viicut parcalarini isirma
[1Yiyecek olmayan seyleri yeme (sabun, ot vs...)
[] Cisimlere vurma-dondiirme
[] Dis gicirdatma
[1 Repetetif aktiviteler (1stk agma kapama, vs..)
[1 Agrili uyarana az tepki
[1 Uygunsuz mutlu hal
[| Deprese mutsuz duygu durumu

L1 Sebepsiz cabuk aglama
Hizli mood degisikligi

[ Sebepsiz giilmeler

[]Yalniz vakit gegirme egilimi

[ Artmis anksiyete

1 Kendine zarar verme

[] Etrafa zarar verme
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